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Bif. lactis Bifidobacterium animalis subsp. lactis 
Bif. bifidum Bifidobacterium bifidum 
Bif. breve Bifidobacterium breve 
Bif. infantis Bifidobacterium longum subsp. infantis  
Bif. lactis Bifidobacterium lactis 
DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid)  
dNTP deoksiribonukleotid trifosfat (mešanica nukleotidov) 
EFSA Evropska agencija za varno hrano (angl. European Food and 
Safety Authority) 
ESPGHAN Evropsko združenje za pediatrično gastroenterologijo, 
hepatologijo in prehrano (angl. The European Society for 
Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition) 
FDA Uprava za hrano in zdravila (angl. Food and Drug 
Administration) 
FSC vzporedni žarek (angl. Forward scatter) 
GRAS splošno priznan kot varen (angl. Generally Regarded As Safe) 
HCCA α-ciano-4-hidroksicinamska kislina (angl. α-cyano-4-
hydroxycinnamic acid) 
HMOs oligosaharidi človeškega mleka (angl. Human Milk 
Oligosaccharides) 
KE/g kolonijskih enot na gram 
KE/ml kolonijskih enot na mililiter   
LAC gojišče MRS z dodanim ciprofloksacinom in klindamicinom 
Lb. acidophilus Lactobacillus acidophilus 
Lb. bulgaricus Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus  
Lb. casei Lactobacillus casei 
Lb. reuteri Lactobacillus reuteri 
Lb. rhamnosus Lactobacillus rhamnosus 
Lc. lactis Lactococcus lactis 
MALDI-TOF MS Masna spektrometrija z ionizacijo v matriksu z lasersko 
desorpcijo ter analizo časa potovanja molekul (angl. Matrix 
Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass 
Spectrometry) 
Mg2+ magnezijevi ioni 
MO mikroorganizem 
MRS gojišče po de Man, Rogosa, Sharpe 
M17 gojišče za Streptococcus thermophilus in laktokoke 
NGP 
 
probiotiki naslednje generacije (angl. Next Generation 
Probiotics) 
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PBS fiziološka raztopina s fosfatom (angl. Phosphate-Buffered 
Saline) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction) 
PI propidijev jodid (angl. propidium iodide) 
QPS priznana domneva o varnosti (angl. Qualified Presumption of 
Safety) 
ROGOSA gojišče Rogosa 
SMRT metoda za določanje DNA zaporedja (angl. Single Molecule 
Real Time) 
SSC stranski žarek (angl. Side scatter) 
subsp. podvrsta (angl. subspecies) 
Str. thermophilus Streptococcus salivarius subsp. thermophilus  
SYTO 9/24 barvilo, ki obarva nukleinske kisline zeleno 
TOS gojišče za bifidobakterije 
UVHVVR Uprava RS za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin 
UV ultravijolično 
VBNC žive, a nekultivabilne bakterije (angl. viable but nonculturable) 
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Na slovenskem trgu je veliko prehranskih dopolnil z živimi bakterijami, ki so jih do 
nedavnega tržili kot probiotična, za katera so predhodne raziskave pokazale, da ne dosegajo 
deklarirane kakovosti (Mohar Lorbeg in Bogovič Matijašić, 2017). Med njimi so tudi takšna, 
ki so namenjena dojenčkom za lajšanje težav pri kolikah, driski, zaprtju in za sočasno 
uporabo z antibiotiki. Pri teh je zagotavljanje kakovosti še posebej pomembno, zaradi slabše 
razvitega imunskega in prebavnega sistema dojenčkov. Glavna parametra kakovosti pri 
prehranskih dopolnilih z živimi bakterijami sta zadostno število živih bakterij in prisotnost 
vseh bakterijskih sevov, ki so navedeni na deklaraciji izdelka. 
 
Novembra 2018 je Uprava RS za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin (UVHVVR) 
objavila pojasnilo, da je tudi v Sloveniji uporaba besede »probiotik« odslej prepovedana na 
vseh živilih, vključno s prehranskimi dopolnili, zato jih bomo poimenovali kot prehranska 
dopolnila z živimi bakterijami. 
 
Pri analitiki prehranskih dopolnil z živimi bakterijami včasih premalo pozornosti posvečamo 
pripravi vzorcev za mikrobiološke in molekularne analize, saj nekatere formulacije 
zahtevajo posebne protokole, ki omogočajo, da se mikroorganizmi (MO) sprostijo iz 
mikrokapsul, iz olja ali drugih nosilnih materialnov. 
 
1.1 NAMEN IN CILJI NALOGE 
 
Cilji magistrske naloge so bili: 
• preveriti skladnost deklaracij in izdelkov iz skupine prehranskih dopolnil za dojenčke 
z živimi bakterijami glede števila in vrst bakterij ter 
• primerjati rezultate analiz, narejenih po protokolih proizvajalcev (tiste, ki smo jih 
uspeli pridobiti), s tistimi, narejenimi po splošnih protokolih. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE NALOGE 
 
Delovne hipoteze magistrske naloge so bile: 
• Kakovost prehranskih dopolnil z živimi bakterijami za dojenčke ni ustrezna glede 
števila živih bakterij. 
• Rezultati mikrobioloških analiz so odvisni od protokola priprave vzorca, zato bodo 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PREHRANSKA DOPOLNILA 
 
Prehranska dopolnila so živila, ki dopolnjujejo običajno prehrano posameznika in lahko 
vsebujejo vitamine, minerale, aminokisline, maščobne kisline, vlaknine, rastline in rastlinske 
izvlečke, MO in druge snovi s hranilnimi ali fiziološkimi učinki, pod pogojem, da so varni 
za prehrano ljudi. Lahko so v obliki kapsul, pastil, tablet, vrečk s praškom,  ampul s tekočino,  
kapalnih stekleničk in v drugih podobnih oblikah s tekočino in praškom, ki so oblikovane 
tako, da jih je mogoče zaužiti v odmerjenih majhnih količinskih enotah (Pravilnik o 
prehranskih dopolnilih, 2013). Kupimo jih lahko v lekarnah, običajnih trgovinah s prehrano 
in preko svetovnega spleta. 
 
2.2 ZAKONODAJA NA PODROČJU PROBIOTIKOV 
 
Za prehranska dopolnila velja krovna živilska zakonodaja, sodijo pa v domeno Ministrstva 
za zdravje (MZ) in Uprave za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin (UVHVVR). Z 
uveljavitvijo Pravilnika o prehranskih dopolnilih v letu 2013 je bil ukinjen postopek prve 
prijave na Ministrstvu za zdravje. Slednje zato ne sprejema več prvih prijav za prehranska 
dopolnila in ne vodi seznama prehranskih dopolnil, ki so v prometu v Republiki Sloveniji 
(Ministrstvo za zdravje, 2019). Zdravstveni inšpektorat za varovanje javnega zdravja v 
Sloveniji pa opravlja inšpekcijski nadzor nad izvajanjem zakonov in drugih predpisov, ki 
urejajo področje zdravstvene ustreznosti oziroma varnosti prehranskih dopolnil in živil za 
posebne skupine.  
 
Ker doslej s strani Evropske agencije za varnost hrane (EFSA) ni bila odobrena nobena 
zdravstvena trditev za probiotike, na izdelkih z živimi MO s probiotičnimi lastnostmi, ki so 
se v Sloveniji do nedavnega tržili kot probiotični izdelki, zdravstvenih trditev ne smemo 
navajati, niti termina »probiotični«. Novembra 2018 je namreč UVHVVR objavila 
pojasnilo, da tudi v Sloveniji uporaba besede »probiotik« na živilih, vključno s prehranskimi 
dopolnili ni več mogoča. Prevladalo je namreč mnenje, da že sama beseda probiotik 
predstavlja zdravstveno trditev. Enako velja tudi za navedbo “Vsebuje probiotik” ali 
podobno navedbo, ki napeljuje, da izdelek vsebuje snov, ki lahko ugodno vpliva na zdravje 




Probiotiki so živi MO, ki imajo ob zaužitju v zadostnih količinah ugoden vpliv na zdravje 
gostitelja, kar mora biti znanstveno dokazano (Hill in sod., 2014). Imajo dolgo zgodovino 
3 
Černe R. Kakovost prehranskih dopolnil za dojenčke z živimi bakterijami na slovenskem trgu.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 
uporabe v živilih ali prehranskih dopolnilih. Kandidati za probiotike morajo biti varni za 
gostitelja, kar opiše oznaka GRAS (angl. Generally Regarded as Safe) ali QPS (angl. 
Qualified Presumption of Safety). Koncept QPS za presojo varnosti se uporablja v Evropi in 
je pod okriljem EFSA (angl. European Food Safety Authority), medtem ko se oznaka GRAS 
uporablja v Ameriki in je pod okriljem FDA (angl. Food and Drug Administration) (EFSA, 
2007).  
 
Probiotiki imajo pozitivne učinke na splošno zdravje populacije ali na točno določene 
simptome. Izolirani so iz črevesja, materinega mleka ali fermentiranih živil. Večina 
probiotikov, ki so razširjeni v izdelkih na trgu, spada v rodova Lactobacillus in 
Bifidobacterium, ostali manj zastopani rodovi so: Streptococcus, Bacillus, Escherichia in 
kvasovke Saccharomyces cerevisiae. Področje človeške mikrobiote in vpliv posameznih 
bakterijskih sevov nanjo je vse bolj raziskano, zato opisujejo nove probiotike. Poimenovali 
so jih probiotiki naslednje generacije (NGP). Lahko so naravni izolati iz človeške mikrobiote 
ali gensko modificirani MO. Delovali naj bi na točno določena bolezenska stanja, kot so 
prebavne težave, otroške alergije, ekcem, sladkorna bolezen tipa 2 in drugi. Današnji trendi 
gredo v smeri njihove uporabe kot zdravil. Probiotiki nove generacije naj bi tako kot klasični 
probiotiki delovali na ciljni populaciji, kot so na primer nosečnice, doječe matere, otroci. 
Primeri probiotikov nove generacije so predstavniki naslednjih vrst: Akkermansia 
muciniphila, Bacteroides fragilis (ki ne sme vsebovati gena za enterotoksin), 
Christensenella minuta, Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium 
butyricum, Clostridium cellulolyticum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium thermocellum, 
Parabacteroides goldsteinii, Prevotella copri in še nekatere druge. Potrebnih bo še veliko 
varnostnih in kliničnih raziskav, preden bodo probiotiki naslednje generacije dobili oznako 
GRAS/QPS in dovoljenje za uporabo v prehrani ali medicini (Lin in sod., 2019). 
 
2.4 RAZVOJ ČLOVEŠKE MIKROBIOTE 
 
Človeška mikrobiota se spreminja in prilagaja različnim življenjskim obdobjem. Vse od 
rojstva in do obdobja med prvim in četrtim letom starosti so spremembe v dojenčkovi 
mikrobioti zaradi nenehne rasti in razvoja velike. To je tudi okno priložnosti, v katerem 
lahko vplivamo na čim boljšo sestavo mikrobiote, ki nas lahko kasneje v življenjskem 
obdobju obvaruje pred debelostjo, pojavom atopije, astme, presnovnim sindromom in 
kroničnimi vnetnimi boleznimi (Derrien in sod., 2019). Po tem obdobju se mikrobiota ustali, 
še vedno pa se pojavijo večje spremembe v času nosečnosti ter ob izpostavitvi hujšim 
zunanjim stresorjem ali ob koreniti spremembi prehrane. Znanstveniki še vedno niso 
poenoteni, ali je posteljica sterilna ali ne, so pa vsi enotnega mnjenja, da se novorojenček 
prvič sreča z večjim številom bakterij ob porodu. Do razlik prihaja že z ozirom na način 
poroda, saj imajo otroci, rojeni po naravni poti, večjo pestrost bakterij. Ta razlika se v 
obdobju dojenčkove starosti od 1 do 6 mesecev izniči. V tem obdobju igra največjo vlogo 
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vrsta prehrane. Predvsem pri dojenčkih takrat prevladujejo aktinobakterije, večinoma 
bifidobakterije, ki lahko izkoriščajo oligosaharide iz mleka (HMOs), ki poleg ostalih funkcij, 
delujejo kot prebiotiki za črevesne bakterije. Raziskave kažejo, da velik del mikrobiote 
črevesja pri dojenčku v prvem letu starosti izvira iz materinega mleka. Slednje lahko 
dojenčku zagotovi ogromno število bakterij, tudi do 800 000 na dan. Na tem mestu pride do 
razlik med dojenčki in zalivančki. Dovzetnost dojenčkov za okužbe dihal in prebavil, 
alergijskih bolezni ter kroničnih bolezni je precej manjša v primerjavi z zalivančki. To lahko 
delno pripisujemo protimikrobnim in imunsko regulacijskim lastnostim bakterij v 
materinem mleku. Poleg načina poroda in dojenja na sestavo dojenčkove mikrobiote 
vplivajo še: nosečnostna oziroma gestacijska starost, okolje, genetika, prehrana in zdravila 
(Wang in sod., 2020).  
 
Razvoj mikrobiote v zgodnjem življenjskem obdobju lahko razdelimo na štiri faze: 
1. prva dva tedna po rojstvu, 
2. preostalo obdobje izključnega dojenja, 
3. od začetka uvajanja trde hrane do prenehanja dojenja, 
4. od prenehanja dojenja do uživanja običajne hrane, kot jo uživamo odrasli. 
 
Razumevanje spreminjanja mikrobiote skozi ta časovna obdobja nam lahko pomaga do 
boljšega zdravljenja ob pojavu neravnovesja MO v črevesju, predvsem v primeru, ko je le 
to vezano na prehrano, jemanje antibiotikov ali, v prvi fazi, na način poroda (Wang in sod., 
2020). 
 
2.5 UPORABA PROBIOTIKOV PRI DOJENČKIH 
 
Klinični učinki probiotikov so odvisni od vrste in seva bakterij. Različni sevi iste vrste lahko 
prinesejo raznolike rezultate. Takšen primer je Escherichia coli subsp. O157:H7, ki je 
patogen in povzroča drisko. Bakterija Escherichia coli subsp. Nissle 1917, ki se od prejšnje 
sevno razlikuje pa deluje pozitivno na človeško mikrobioto. Navkljub veliki heterogenosti 
učinkov različnih sevov, so le-ti le redko navedeni na deklaraciji prehranskih dopolnil z 
živimi bakterijami. Mešanje različnih bakterijskih vrst in sevov znotraj ene kapsule prinaša 
dodatno negotovost zaradi slabo poznanih in ne raziskanih interakcij med bakterijskimi 
vrstami (Parker in sod., 2018). Nevarnost lahko povzročajo tudi kontaminanti, ki se lahko 
pojavijo v izdelku in niso deklarirani. Pri uporabi različnih vrst in sevov bakterij, še posebno 
pri dojenčkih, morami biti zato še posebej pazljivi (Kolaček in sod., 2017). 
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Med pediatrično populacijo so antibiotiki najpogosteje predpisana zdravila. Zdravljenje z 
antibiotiki pri veliki večini otrok privede do stranskih učinkov, kot so driska, zaprtje in 
bolečine v trebuhu. Najpogosteje pride do pojava driske, in sicer pri otrocih starih od 0 do 3 
let, nato pri otrocih starih od 3 do 6 let, pri otrocih starejših od 6 let se driska kot posledica 
zdravljenja z antibiotiki ne pojavi več tako pogosto. Razlogi za najpogostejše pojave driske 
pri najmljaših otrocih so lahko: nerazvitost prebavnega trakta, večje spremembe sestave 
mikrobiote po zdravljenju z antibiotiki ali običajne spremembe, ki so odvisne od dojenja, 
mlečnih formul in uvajanja mešane hrane ter se nanašajo na pogostost iztrebljanja in izgled 
iztrebka. Z antibiotiki povezano drisko dobi približno 20 % otrok. Povečano tveganje imajo 
mlajši otroci, tisti z okužbami dihal in urinskega trakta, otroci, ki se zdravijo intravenozno 
ter tisti, ki so imeli z antibiotiki povezano drisko že v preteklosti. Za preprečevanje in 
zmanjšanje z antibiotiki povezane driske pri otrocih, Evropsko združenje za pediatrično 
gastroenterologijo, hepatologijo in prehrano (angl. The European Society for Pediatric 
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition, ESPGHAN) priporoča uporabo specifičnih 
sevov probiotikov, ki lahko vplivajo na kolonizacijo patogenih bakterij v prebavilih preko 
preoblikovanja črevesne mikrobiote in vplivanja na imunski odziv. V eni od nedavnih 
raziskav so bakterije Lactobacillus rhamnosus GG in Saccharomyces boulardii povzročile 
52 % znižanje pojavnosti z antibiotiki povezane driske (Bau in sod., 2020). 
 
V raziskavi, ki so jo opravili Bau in sod. (2020), sta se za najučinkovitejša seva izkazala 
Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 in Lactobacillus reuteri DSM 17938. Pozitivno sta 
vplivala na pojavnost driske, saj se je le-ta zmanjšala za od 63 % do 65 %. Otroci so 
probiotike uživali 13,1 +/- 6,9 dni, jemati so jih začeli približno 4 dni po začetku zdravljenja 
z antibiotiki. Ta dva seva sta tudi zmanjšala bolečine v trebuhu, ni pa prišlo do signifikantnih 
razlik v pojavnosti zaprtja in dolžine trajanja driske. Pomembna je tudi vrsta antibiotika, ki 
se uporablja za zdravljenje. V primeru zdravljenja z antibiotikom penicilinom, probiotiki 
vrste laktobacilov, zlasti Lactobacillus rhamnosus GG niso primerni, saj so nanj občutljivi. 
Saccharomyces boulardii je vrsta kvasovk, ki je proti penicilinu odporna, zato je učinkovita 
v kombinaciji z vsemi antibiotiki (Mantegazza in sod., 2018). 
 
Driska se zelo pogosto pojavi tudi na potovanjih. Splošni ukrepi za preprečevanje nastanka 
driske so na primer: umivanje rok, pitje ustekleničene vode, uživanje izključno kuhane 
hrane, cepljenje in podobno. Jemanje probiotika Saccharomyces boulardii CNCM I-745 se 
je pri odrasli populaciji izkazalo za učinkovito za zmanjšanje pojavnosti potovalne driske. 
Za dojenčke in otroke ni dokazov o tem, kateri sev oziroma vrsta bakterij je najbolj 
učinkovita v primeru potovalnih drisk. Takšne raziskave je še posebno težko nadzorovati, 
saj so odvisne od številnih dejavnikov, kot so: država potovanja, higiena, prehrana, 
zdravstveno stanje in podobno (McFarland in Goh, 2019). 
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Trebušni krči ali kolike so funkcionalna gastrointestinalna motnja, ki pogosto pesti 
novorojenčke oziroma dojenčke. Težava, ki sicer mine sama po sebi, prizadene približno 
25 % dojenčkov v prvih treh mesecih življenja. Najpogosteje se kolike pojavijo pri 6 tednih 
starosti. Kolike so opredeljene kot epizode razdražljivosti, nemira ali joka, ki se pojavijo in 
prenehajo brez jasnega vzroka ter trajajo vsaj tri ure dnevno, najmanj tri dni v tednu in vsaj 
en teden. Pri tem mora biti dojenček zdrav, normalno rasti in pridobivati telesno težo. Poleg 
glasnega joka so pogosti pridruženi simptomi še vetrovi, rdečica po obrazu in krčenje nog. 
Pogostost pojavljanja kolik je med spoloma enaka, prav tako ni dokazane povezave z 
načinom hranjenja, gestacijsko starostjo, socialno-ekonomskim statusom in letnim časom 
rojstva (Nocerino in sod., 2020). Patogeneza kolik je navkljub desetletju raziskav slabo 
pojasnjena in naj bi bila povezana s številnimi faktorji, kot so: visceralna preobčutljivost in 
motnje gibljivosti “nezrelih” prebavil, prehodno pomanjkanje laktaze, razlike v sestavi 
črevesne mikrobiote, izrazito požiranje zraka ali povečano tvorjenje črevesnih plinov, prenos 
anksioznih in depresivnih stanj matere na otroka, zloraba otroka itd. Najpomembnejši del 
terapevtskega pristopa je iskren pogovor s starši. Pogosti so tudi različni alternativni ukrepi, 
kot so masaža trebuha, predvajanje glasbe, ropot hišnih aparatov, vožnja z avtomobilom, 
vendar učinkovitost teh ukrepov ni znanstveno dokazana (Orel, 2016). 
 
Številne metaanalize so pokazale učinkovitost seva Lactobacillus reuteri DSM 17938 pri 
zmanjšanju pogostosti kolik zlasti pri dojenčkih. Preventivno jemanje tega seva zmanjša 
verjetnost pojava kolik tako pri dojenčkih kot pri zalivančkih. Zaradi trdnih dokazov o 
učinkovitosti pri dojenčkih, a relativno pomanjkljivih podatkih pri zalivančkih, so se v 
okviru združenja ESPGHAN odločili le za priporočilo, naj se možnost uporabe seva 
Lactobacillus reuteri DSM 17938 upošteva pri zdravljenju kolik. Nobeno zdravilo se do 
sedaj ni izkazalo kot nedvomno učinkovito pri zdravljenju kolik (Orel, 2016; Baldasserre in 
sod., 2018; Daelemans in sod., 2018). Nekatere raziskave kažejo tudi na učinkovitost seva 
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 pri dojenčkih. Z začetkom uvajanja po koncu 
drugega tedna starosti se je povprečni čas jokanja zmanjšal za polovico. Zmanjšalo se je tudi 
število dnevnih izbruhov jokanja in povprečna dnevna frekvanca blata. Potrebna dnevna 
doza tega seva za doseganje učinkov je bila 1×109 KE, učinek pa je bil viden že v prvem 
tednu doziranja (Nocerino in sod., 2020). Tudi prehransko dopolnilo z vsebujajočimi 
bakterijami Lb. rhamnosus, Lb. reuteri, Bif. infantis in prebiotikom fruktooligosaharidom 
naj bi pozitivno vplivalo na zmanjšan čas in pogostost frekvenc jokanja pri dojenčkih 
(Ahmadipour in sod., 2020). 
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V prvih mesecih življenja se pogostost odvajanja pri zdravih dojenčkih in zalivančkih zelo 
razlikuje, saj se lahko giblje od kar osemkrat dnevno do samo enkrat tedensko. V drugem 
mesecu življenja se pri številnih dojenčkih pogostost odvajanja prepolovi v primerjavi s 
prvim mesecem življenja. Manj pogosto in trše blato večinoma odvajajo nedojeni otroci, ki 
uživajo mlečne formule. Prav tako se velikokrat trdota blata poveča in pogostost odvajanja 
zmanjša pri prehodu z dojenja na mlečno formulo ali ob uvedbi mešane prehrane poleg 
dojenja. Zato opredelitev zaprtja pri dojenčkih in manjših otrocih ni enostavna (Orel, 2016). 
 
Otroci se pogosto srečujejo z zaprtjem, za katerega je značilno neredno odvajanje blata manj 
kot dvakrat tedensko. Odvajanje je zaradi trdega in suhega blata oteženo, pogosto prihaja 
tudi do bolečin v trebuhu in napenjanja. Nastanek zaprtja pri otrocih je v večini primerov 
posledica funkcionalnih vzrokov, kot so prehrana, pomankanje gibanja, nezadostno uživanje 
tekočin in zadrževanje odvajanja. Le manjši delež zaprtja je povezan z organskimi vzroki, 
ki so posledica bolezenskih stanj. V številnih študijah so raziskovali vpliv probiotikov na 
funkcionalne vzroke zaprtja. Pri otrocih z zaprtjem so v blatu našli večje število bakterijskih 
vrst bifidobakterij in klostridijev, kar nakazuje na spremenjeno mikrobioto. Jasno je, da 
prehrana vpliva na zaprtje, ni pa znano, ali so spremembe v mikrobioti posledica zaprtja 
samega ali so povezane z možnimi spremembami v prehrani (Lenfestey in Neu, 2017). S 
spremembo prehrane odpravimo zaprtje pri približno četrtini otrok, z odvajali pa pri več kot 
90 %. Izsledki številnih raziskav kažejo, da zdravi otroci, ki uživajo mlečne formule s 
probiotiki in prebiotiki, odvajajo bolj pogosto in mehkejše blato kot tisti otroci, ki uživajo 
standardne mlečne formule. Zdravi otroci, ki so prejemali dodatek seva Lactobacillus reuteri 
DSM 17938, so odvajali pogosteje kot kontrolna skupina otrok, ki tega ni uživala. Ker so 
bile raziskave opravljene na zdravih otrocih brez zaprtja, lahko govorimo o učinkovitosti 
tega seva pri preprečevanju zaprtja in ne o zdravljenju le-tega. Se je pa sev izkazal za 
učinkovitega pri povečanju pogostosti odvajanja blata pri zaprtih otrocih (Orel, 2016). 
Raziskave so pokazale, da vnos bifidobakterij in laktobacilov skrajša čas prehoda in 
izločanja blata. Kljub temu, da so številne raziskave ocenile vnos probiotikov pri zaprtju za 
učinkovitega, pa rezultati niso vedno takšni (Lenfestey in Neu, 2017). Zdravljenje zaprtja 
pri otrocih s strani ESPHGAN ni priporočeno (Tabbers in sod., 2014).   
 
2.6 METODE ZA UGOTAVLJANJE BAKTERIJSKIH VRST 
 
Za potrjevanje deklariranih vrst ali podvrst bakterij je najbolj razširjena metoda verižne 
reakcije s polimerazo (PCR), s katero lahko probiotične organizme ugotovimo do rodu, vrste 
ali celo seva natančno. Kot alternativa vrstno specifični metodi PCR se lahko uporablja tudi 
metoda identifikacije z masno spektrometrijo, z ionizacijo v matriksu z lasersko desorpcijo 
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ter analizo časa potovanja molekul (angl. Matrix Assisted Laser Desorption Ionization - 
Time of Flight; MALDI-TOF MS) in metoda SMRT (Single Molecule Real Time). 
 
2.6.1 Metoda PCR 
 
Izvedba metode PCR vključuje tri glavne stopnje. V prvi stopnji je potrebno pripraviti čim 
bolj čisto DNA, ki bo kasneje služila kot tarčna DNA v metodi PCR. To dosežemo z 
različnimi fizikalno-kemijskimi in/ali encimskimi metodami. Z encimskim, kemijskim, 
mahanskim ali toplotnim delovanjem, lahko sprostimo molekule DNA, ki se nahajajo znotraj 
celic (Jeršek, 2009). Bakterijsko DNA lahko pridobimo neposredno iz izdelka ali pa iz 
izraslih kolonij. Pri slednjem dobimo rezultate le o živih oziroma natančneje o kultivabilnih 
bakterijah v izdelku. Pri analiziranju vzorca direktno iz izdelka nam rezultati ne povedo 
ničesar o živosti predstavnikov prepoznane vrste (Mohar Lorbeg in Bogovič Matijašić, 
2017). V drugi stopnji sledi izvedba metode PCR, katere bistvo je pomnožitev dela tarčne 
DNA z DNA-polimerazo v cikličnem termostatu. Slednji zagotavlja zvezno spreminjanje 
temperaturno/časovnih režimov v ciklu, ki zajema tri faze: 
• denaturacija dvoverižne DNA v dve enoverižni verigi, za kar je potrebna temperatura 
95 ºC, 
• prileganje začetnih oligonukleotidov na komplementarno mesto tarčne DNA; 
temperatura je odvisna od sestave začetnih oligonukleotidov, se pa vedno zniža na 
37-55 ºC, 
• podaljševanje molekule DNA s pomočjo termostabilnega encima DNA-polimeraza, 
za kar je potrebno temperaturo ponovno dvigniti na 72 ºC (Boyer, 2005). 
 
Za uspešno pomnoževanje dela DNA je potrebno pripraviti reakcijsko mešanico, ki mora 
vsebovati par začetnih oligonukleotdov, ki morajo ustrezati vrsti preiskovanih MO, tarčne 
molekule DNA, termostabilno DNA-polimerazo, mešanico deoksinukletid trifostatov 
(dNTP), ione Mg2+ ter reakcijski pufer (Jeršek, 2009). 
 
V zadnji stopnji sledi analiza pomnožkov, kar najenostavneje storimo z agarozno gelsko 
elektroforezo tako, da njihovo velikost primerjamo z molekularnim označevalcem z znanimi 
velikostmi odsekov (Jeršek, 2009). 
 
2.6.2 Metoda masne spektrometrije z MALDI-TOF  
 
Metoda masne spektrometrije z MALDI-TOF je vse bolj priljubljena za identifikacijo MO, 
saj je hitra in cenovno ugodna metoda, ki daje rezultate z visoko stopnjo natančnosti. 
Zanesljivost in natančnost rezultatov so potrdili v številnih študijah in so neposredno 
povezani s številom vnosov masnih spektrov MO v bazi (MALDI Biotyper Database), s 
katero aparat primerja rezultate. Nenehno posodabljanje zbirke masnih spektrov v bazah je 
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tako nujno za še natančnejše rezultate (Treven in sod., 2019). Metoda omogoča tudi 
ugotavljanje odpornosti proti antibiotikom in antimikotikom. Zaradi možnosti pridobitve 
rezultatov direktno iz krvi, urina ali drugih telesnih tekočin ja ta metoda še posebno 
pomembna pri kliničnih raziskavah, kjer potrebujemo natančne rezultate čim hitreje. V 
primerjavi z metodo PCR je za masovne bolnišnične potrebe tako MALDI-TOF MS 
optimalnejša (Hou in sod., 2019). 
 
Shannon in sod. (2018) so ugotovili, da je na njihovem inštitutu, Mayo Clinic, izvedba 
analize PCR približno 30 % dražja kakor analiza z MALDI-TOF MS, ob upoštevanju 
izključno dela laboratorijskega tehnika. Slednja je tudi okolju prijaznejša, saj nastane manj 
odpadnega materiala. Glede porabe časa, so za izvedbo metode MALDI-TOF MS, vključno 
s pripravo vzorcev in interpretacijo rezultatov porabili 4,49 min, pri tem so naenkrat 
analizirali od enega do 21 vzorcev. Za analizo enega vzorca so z metodo PCR porabili v 
povprečju 23,85 min. Poleg tega metoda PCR zahteva tudi dobro usposobljenega izvajalca. 
 
2.6.2.1 Potek analize 
 
Glavni deli masnega spektrometra so masni analizator, ionizacijska komora in ionski 
detektor. Vzorec za analizo lahko predstavljajo celotni MO ali očiščene beljakovine in je 
lahko v trdnem ali tekočem agregatnem stanju. Pred samo analizo vzorcu dodamo matriks. 
To je običajno α-ciano-4-hidroksicinamska kislina (HCCA) ali 2,5-hidroksibenzojska 
kislina. Vloga matriksa je absorbcija večine pulzirajoče ionizacijske energije, kateri je 
izpostavljen vzorec, s čimer obvaruje molekule vzorca pred fragmentacijo. Vzorec vstavimo 
v ionizacijsko komoro, kjer ga obsevamo z UV laserjem, ki ionizira posamezne molekule 
vzorca skupaj z matriksom in jih spremeni oziroma kristalizira v plinasto agregatno stanje. 
Uplinjen vzorec potuje skozi masni analizator, v katerem se ioni ločijo glede na njihovo 
razmerje med maso (m) in nabojem (z). Težje in večje molekule potujejo počasneje kakor 
lažje in manjše molekule. Na koncu analizatorja ioni trčijo v ionski detektor, ki zazna njihov 
naboj, maso in čas potovanja. Iz dobljenih podatkov se izriše masni spekter vzorca, ki ga 
primerjamo s podatki masnih spektrov v bazi (Hou in sod., 2019). 
 
2.6.2.2 Pomen rezultatov 
 
Dobljeno vrednost imenujemo vrednost ujemanja masnih spektrov. Vrednost ujemanja med 
2.000 in 3.00 pomeni veljavno identifikacijo na nivoju vrste. Vrednost ujemanja med 1.700 
in 1.999 pomeni zanesljivo ujemanje na nivoju rodu in verjetno ujemanje na nivoju vrste. 
Vrednost 1.699 in nižje pa pomeni nezanesljivo identifikacijo. Natančnost metode je pri po 
Gramu negativnih bakterijah 99,8 %, pri po Gramu pozitivnih bakterijah 95,5 %, pri 
anaerobnih bakterijah pa 92,5 %. Kljub dobri natančnosti je ločevanje med nekaterimi bližje 
sorodnimi vrstami nezanesljivo (Hou in sod., 2019).  
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2.6.2.3 Slabosti metode 
 
Pomanjkljivosti metode MALDI-TOF MS so nezmožnost razlikovanja med nekaterimi 
sorodnimi organizmi kot so na primer Lb. casei in Lb. paracasei (Zielinska in sod., 2018), 
vrstami rodu Shigella in Escherichia coli, Bordetella pertussis in Bordetella 
bronchioseptica, Achromobacter xylosoxidans in Achromobacter ruhlandii ter med 
Bacteroides nordii in Bacteroides salyersia. Nekatere izmed teh bakterij ne sodijo med 
probiotične niti ne med potencialno probiotične, zato je metoda še vedno primerna za 
preverjanje kakovosti prehranskih dopolnil z živimi bakterijami. Kljub temu da je metoda 
hitra in lahko z njo hkrati identificiramo večje število vzorcev, za analizo običajno 
potrebujemo kolonije zrasle na trdnem gojišču, kar tudi zahteva nekaj časa (Hou in sod., 
2019). 
 
2.6.3 Metoda SMRT 
 
Tehnologija SMRT spada v tretjo generacijo sekvenciranja, s katero lahko ugotovimo celotni 
genom bakterij in je zato prav tako uporabno za analizo kakovosti probiotikov. Pogosto se 
uporablja za identifikacijo bakterijskih kontaminantov, ki so lahko v skrajnem primeru tudi 
patogene in posledično nevarne predvsem za dojenčke. S to metodo lahko patogene bakterije 
identificiramo veliko hitreje kot s PCR in tudi bolj natančno ugotovimo sevno pripadnost, 
že v času proizvodnje izdelka (Zheng in sod., 2016). 
 
2.7 METODE ZA UGOTAVLJANJE ŠTEVILA BAKTERIJ 
 
Vsako prehransko dopolnilo z živimi bakterijami ali zdravilo s probiotiki vsebuje poleg živih 
tudi mrtve celice, ki izgubijo živost v času proizvodnje, shranjevanja ali po zaužitju. Iz 
proizvoda mrtvih celic torej ne moremo izločiti. Za zagotovitev ustreznega števila živih 
bakterij do konca roka uporabnosti, proizvajalci v izdelke vključijo večje število MO, kot je 
navedeno na deklaraciji, saj se število živih bakterij med hranjenjem znižuje. Tako lahko 
potrošnik zaužije večje število MO, tako živih kot mrtvih, kot je navedeno na deklaraciji 
izdelka. Sedanja regulativa za označevanje prehranskih dopolnil z živimi bakterijami 
zahteva navajanje števila kolonijskih enot na odmerek ali enoto izdelka, torej števila 
kultivabilnih bakterij, pri čemer mrtve celice niso zajete (Simone, 2019; Vinderola in sod., 
2019). Vse več raziskav kaže, da tudi mrtve celice (paraprobiotiki) ter njihovi deli lahko 
izkazujejo nekatere učinke, podobne kakor žive celice, zato jih ni smiselno kar spregledati 
(Barros in sod., 2019).  
 
Število bakterijskih celic lahko ugotavljamo z gojitvenimi metodami ali z metodami, 
neodvisnimi od gojenja. Pri prvih vzorec nanesemo na trdno gojišče, ga izpostavimo 
ustreznim razmeram inkubacije in počakamo, da zrastejo kolonije. Slednje preštejemo in 
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dobimo število kolonijskih enot (KE) v ml ali g izdelka. Ta metoda je še vedno zlati standard 
za ugotavljanje števila bakterij. Metoda sicer ni najbolj optimalna, saj nimamo na voljo 
enotnega gojišča in razmer, ki bi omogočali rast vseh MO, ki jih želimo analizirati. Zato je 
potrebna priprava različnih selektivnih gojišč in prilagoditev razmer inkubacije. Pri tej 
metodi upoštevamo samo zrasle kolonije, kar pomeni tisti del populacije živih bakterij, ki so 
se v ugodnih razmerah zmožne razmnoževati in tvoriti kolonije. Ne upoštevamo mrtvih 
bakterij ter živih vendar nekultivabilnih bakterij (VBNC), ki imajo kljub nezmožnosti za 
razmnoževanje in rast v določenih razmerah še vedno številne lastnosti in funkcije enake 
kakor žive oziroma kultivabilne bakterije. Lahko govorimo tudi o živosti bakterij, kar 
vključuje stopnjo, do katere lahko celica izvaja različne presnovne, fiziološke in genetske 
funkcije ter hkrati obsega tudi strukturne in morfološke značilnosti. Metodi, neodvisni od 
gojenja, sta pretočna citometrija in tehnologija, povezana z DNA, kot je na primer PCR. 
Slednja metoda je sicer zelo učinkovita, vendar zazna vso DNA, ne glede na to, ali DNA 
prihaja iz kultivabilnih bakterij, iz nekultivabilnih bakterij ali iz neživih bakterij. Razvili so 
že tudi izboljšano metodo PCR v realnem času, ki v kombinaciji s tretiranjem vzorcev s 
propidijevim ali etidijevim monoazidom omogoča selektivno detekcijo izključno tiste DNA, 
ki se nahaja v bakterijah z intaktno celično membrano. Pretočna citometrija uporablja 
kombinacijo sipanja svetlobe in oddaje flourescenčne svetlobe za odkrivanje celic z 
različnimi strukturnimi, fiziološkimi in genetskimi stanji. Če uporabljamo različna barvila, 
kar imenujemo diferencialno barvanje, lahko dobimo  podatke o skupnem številu bakterij v 
vzorcu, številu mrtvih celic in podatke o celičnem ciklu (Wilkinson, 2018; Chiron in sod., 
2017). Pretočna citometrija se počasi uveljavlja v analitiki probiotikov, fermentiranih živil 
in starterskih kultur. Pred leti je bil izdan mednarodni standard ISO 19344, ki opisuje 
uporabo pretočne citometrije za kvantifikacijo mlečnokislinskih bakterij v mleku in mlečnih 
izdelkih, ki vključujejo starterske kulture, probiotike in fermentirane mlečne izdelke (ISO 
19344, 2015). 
 
2.7.1 Pretočna citometrija 
 
S pretočno citometrijo lahko v zelo kratkem času analiziramo večje število vzorcev, saj 
posamezne celice, s hitrostjo nekaj sto celic na sekundo, druga za drugo potujejo skozi ozek 
snop laserske svetlobe. Posamezne celice v suspenziji predstavljajo vzorec, ki se v pretočni 
komori razvrsti tako, da vsaka celica posebej prečka laser. Svetlobni žarek laserja zadane ob 
celico, se odbije in/ali lomi. V primeru, da smo na celice predhodno vezali fluorokrom, se 
svetloba vanje absorbira, in takšne celice nato oddajajo svetlobo daljše valovne dolžine, ki 
jih ujamejo flourescenčni detektorji. Pretočni citometer vsebuje dva glavna fotodetektorja. 
Fotodetektor FSC (angl. Forward Scatter) sprejema svetlobo, ki jo celica sipa v smeri 
laserskega žarka, fotodetektor SSC (angl. Side Scatter) pa detektira razpršeno svetlobo 
pravokotno od smeri laserskega žarka. Fotodetektorja pretvorita svetlobne signale v 
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električne, ki jih izmerimo in obdelamo z ustreznimi računalniškimi programi (Wilkinson, 
2018).  
 
Delež mrtvih celic in/ali celic s poškodovano celično membrano, lahko ugotovimo tako, da 
uporabimo različna barvila, ki se vgradijo v nukleinske kisline. Na primer barvila SYTO 9, 
SYTO 24 in tiazol oranžno so sposobna prodreti skozi intaktno membrano živih celic. Z 
uporabo teh barvil se obarva DNA tako živih kot mrtvih celic. Barvilo propidijev jodid (PI) 
ni sposobno prodreti skozi intaktno membrano živih celic, zato obrava le DNA, ki se nahaja 
bodisi zunaj celic bodisi znotraj celic s poškodovano membrano. Ob sočasni uporabi barvila 
SYTO 24 in PI, slednji povzroči zmanjšanje fluorescence zaradi barvila SYTO 24. S 
primerno mešanico obeh barvil, bakterije z intaktno membrano oddajajo flouresecenco 
zelene barve. Bakterije z rahlimi poškodbami membrane oddajajo fluorescenco tako zelene 
kot rdeče barve. Bakterije s poškodovano membrano pa oddajajo fluorescenco rdeče barve 
(ISO 19344, 2015; Michelutti in sod., 2020). 
 
2.7.1.1 Prednosti in slabosti metode 
 
Slabost pretočne citometrije je, da običajno ni mogoče razlikovati med vrstami, še manj med 
različnimi bakterijskimi sevi. Prednosti so: hitrost analize (1-2 min), veliko število celic, ki 
jih lahko analiziramo na vzorec (več kot 10000), minimalna količina vzorca (od 5 µl dalje), 
vpogled v strukturne in metabolne lastnosti celic, manj potrebne opreme in prostora v 
primerjavi s konvencionalnim štetjem na ploščah (Wilkinson, 2016). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
V nalogi smo se osredotočili na prehranska dopolnila za dojenčke, ki so bila marca leta 2019 
dostopna v slovenskih lekarnah. Preverili smo skladnost deklariranih vrst in števila bakterij 
z ugotovljenim številom in vrstami ter pravilnost deklaracije same. Prehranska dopolnila z 
živimi bakterijami morajo imeti ustrezno število živih bakterij skozi celotno obdobje roka 
uporabnosti. Analize smo izvajali trikrat, za vsako analizo smo v lekarni kupili izdelke, ki 
so bili takrat na voljo in tako smo lahko analizirali izdelke različnih šarž. Prvo analizo smo 
opravili marca 2019, drugo analizo smo opravili septembra 2019 in zadnjo maja 2020. Potek 
analize je prikazan na Sliki 1. 
 
Za ugotavljanje števila bakterij v probiotičnih izdelkih, z izjemo bifidobakterij (ISO 
29981:2010) in Lb. acidophilus (ISO 20128:2006) v mlečnih izdelkih, še ni predpisanih 
standardnih metod. Postopki analize lahko pomembno vplivajo na rezultate analize, zato 
smo proizvajalce vseh analiziranih izdelkov prosili, da nam posredujejo lastne protokole, ki 
jih uporabljajo za analize njihovih izdelkov. Vse vzorce smo analizirali po postopkih, ki smo 
jih iz literaturnih podatkov izbrali kot primerne za posamezen izdelek, poleg tega smo 
vzorce, za katere smo od proizvajalca pridobili protokole za analizo, analizirali tudi po teh 
postopkih. 
 
Deklarirane rodove in v nekaterih primerih vrste bakterij smo preverjali z metodo verižnega 
pomnoževanja s polimerazo (PCR) ter z MALDI-TOF MS. Število bakterij smo določali s 
štetjem izraslih kolonij na petrijevih ploščah, pri dveh vzorcih tudi s pretočno citometrijo. 
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Slika 1: Shema eksperimentalnega dela  
nacepljanje na ustrezna gojišča različna 
glede na splošno metodo ali metodo 
proizvajalca 
štetje kolonij 
ugotavljanje prisotnosti posameznih 
bakterijskih vrst 
bakterij, preko identifikacije izolatov 
izolacija genomske DNA in 
ugotavljanje prisotnosti deklariranih 
vrst 
bakterij z verižno reakcijo 
s polimerazo (PCR) 
analiza rezultatov 
ponovitev analiz v treh različnih 
časovnih obdobjih z različnimi šaržami 
vsakega prehranskega dopolnila 
nakup prehranskih dopolnil za dojenčke 
z živimi bakterijami v lekarni, 
shranjevanje pri zahtevanih razmerah 
do analize 
priprava primarnih in nadaljnjih 
razredčitev vzorcev 
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Prehranska dopolnila z živimi bakterijami za dojenčke smo kupili v lekarni in jih do analize 
hranili v razmerah, navedenih na deklaraciji. V Preglednici 1 se nahajajo podatki o obliki 
analiziranih prehranskih dopolnil za dojenčke in čas do izteka roka trajanja izdelka.  
 





Čas do konca roka uporabe (meseci) 
1. šarža 2. šarža 3. šarža 
1 prašek 11 14 11 
2 kapljice 2 14 7 
3 kapljice 11 17 15 
4 kapljice 19 13 11 
5 kapljice 16 15 12 
6 kapljice 16 10 13 
7 kapljice 2 7 4 
8 prašek 14 10 2 




Prehranska dopolnila z živimi bakterijami za dojenčke smo po predhodni pripravi (opisana 
v poglavju 3.3.1) nacepili na različna selektivna gojišča: 
• M17: za laktokoke in Str. thermophilus 
• TOS z dodatkom mupirocina: za bifidobakterije 
• ROGOSA ali LAC: za laktobacile. 
 
Gojišča smo pripravili iz dehidriranih komercialno dostopnih gojišč proizvajalca Merck 
(Darmstadt, Nemčija). Po avtoklaviranju smo jih ohladili na 45-50 °C, dodali ustrezne 
dodatke (antibiotiki, ocetna kislina) in gojišča razlili v petrijeve plošče. Izjema je gojišče 
Rogosa, ki se ga ne avtoklavira, ampak samo raztopi in doda ocetna kislina.  
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3.1.2.1 Gojišče TOS 
 
Gojišče smo pripravili tako, da smo zatehtali 62,5 g dehidriranega TOS propionate agarja 
(Yakult, Tokio, Japonska) in dodali 1 l demineralizirane vode. Gojišče smo raztopili v vodni 
kopeli, ohladili in umerili vrednost pH na 6,3. Avtoklavirali smo ga 15 min pri 115 °C. 
Ohlajenemu gojišču smo pred razlivanjem v petrijeve plošče dodali še mupirocin in sicer 
smo v mikroepruveto zatehtali 50 mg mupirocina (Merck) in mu dodali 2500 µl 96 % etanola 
(Merck). Vsebino mikroepruvete smo dobro premešali in jo dodali v gojišče TOS.  
 
3.1.2.2 Gojišče MRS z vrednostjo pH 6,2 (LAC) 
 
Gojišče smo pripravili tako, da smo zatehtali 52,2 g dehidriranega bujona MRS (Merck) in 
dodali 1 l demineralizirane vode. Raztopino smo premešali in umerili vrednost pH na 6,8. 
Gojišču smo dodali 10 g agarja (Carl Roth, Karlsruhe, Nemčija) in 15 min avtoklavirali pri 
115 °C. Po avtoklaviranju je bila vrednost pH gojišča 6,2.  
 
3.1.2.3 Gojišče ROGOSA 
 
Za pripravo gojišča smo zatehtali 74,5 g agarja ROGOSA (Merck) in dodali 1 l 
demineralizirane vode. Gojišče smo raztapljali v vodni kopeli in ga na koncu za kratek čas 
segreli do vretja v mikrovalovni pečici. Na 45 °C ohlajenemu gojišču smo dodali 1300 µl 
ledocetne kisline, tako da je vrednost pH padla na 5,5, kar omogoča selektivnost gojišča. 
 
3.1.2.4 Gojišče M17 
 
Gojišče smo pripravili tako, da smo zatehtali 55 g dehidriranega agarja M17 (Merck) ter 
dodali 1 l demineralizirane vode. Gojišče smo raztapljali v vodni kopeli in ga nato 15 min 
avtoklavirali pri 121 °C. 
 
3.1.3 Razredčevalne raztopine  
 
3.1.3.1 Peptonska voda 
 
Raztopino smo pripravili tako, da smo 1 g peptona iz kazeina (Merck) in 8,5 g NaCl (Merck) 
raztopili v 1 l destilirane vode. Umerili smo pH na 7,0. Raztopino smo razdelili v epruvete 
po 9 ml in jih avtoklavirali 15 min pri 121 °C. 
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3.1.3.2 Pufrirana peptonska voda 
 
Raztopino pufrirane peptonske vode (BPW) smo pripravili tako, da smo zatehtali 25,5 g 
dehidrirane mešanice za pripravo pufrirane peptonske vode (Merck) in dodali 1 l 
demineralizirane vode. Raztopino smo mešali na magnetnem mešalu do popolne raztopitve. 
Pripravljeno raztopino smo avtoklavirali 15 min pri 121 °C.  
 
3.1.4 Reagenti  
 
3.1.4.1 Reagenti in encimi za osamitev DNA 
 
Za osamitev DNA smo uporabili sledeče reagente in encime: 
• lizocim (Sigma Chemical), 
• raztopina mutanolizina 2500 U/ml (Sigma Chemical), 
• 1 x TE pufer (vrednost pH 8,0), 
• Maxwell 16 Tissue DNA purification Kit (Promega). 
 
3.1.4.2 Reagenti za pomnoževanje 16S rDNA z metodo PCR 
 
Reakcijsko mešanico smo pripravili s pomočjo kompleta PCR GoTaq® Flexi DNA 
Polymerase (Promega), za kar smo potrebovali sledeče kemikalije: 
• reakcijski pufer, 
• MgCl2, 
• mešanico deoksinukleotidnih trifosfatov (dNTP), 
• termostabilno DNA-polimerazo, 
• pare začetnih oligonukleotidov, 
• deionizirano, mikrofiltrirano in sterilizirano vodo. 
 
3.1.4.3 Reagenti za analizo pomnožkov z gelsko elektroforezo 
 
• agaroza (Sigma Chemical, St. Louis, ZDA), 
• pufer TAE (vrednost pH 8,0), 
• barvilo Sybr Safe (Invitrogen, Oregon, ZDA), 
• molekulski označevalec velikosti DNA GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Invitrogen). 
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3.2 LABORATORIJSKA OPREMA 
 
• anaerobne posode in generatorji anaerobnih razmer (GENbox, Biomerieux, Marcy, 
L´etoile, Francija), 
• avtoklav (A-21 CA Kambič, Semič, Slovenija), 
• brezprašna komora (M12, Iskra Pio, Slovenija), 
• centrifuga (MIKRO 22 R, Hettich Zentrifugen, Nemčija; Sigma 3K18, Nemčija), 
• elektronski števec (EŠKO, 7L, LABO, Ljubljana, Slovenija), 
• hladilna in zamrzovalna omara, 
• pH meter (Toledo MP 220, Mettler, Nemčija), 
• svetlobni mikroskop (Reichert, Avstrija), 
• vodna kopel (WB-30, Kambič, Slovenija), 
• magnetno mešalo, 
• ciklični termostat (Mastercycler gradient, Eppendorf, Nemčija), 
• mikroskop Leica DMC2900 (Heerbrugg, Nemčija) 




V nalogi smo uporabili sledeče metode: 
 
• ugotavljanje števila deklariranih bakterijskih skupin (rodovi, v določenih primerih 
vrste) z metodo štetja na ploščah, na selektivnih gojiščih ter z metodo pretočne 
citometrije, 
• ugotavljanje morfoloških lastnosti bakterij z mikroskopiranjem (fazno-kontrastni 
mikroskop), 
• ugotavljanje prisotnosti posameznih vrst bakterij, preko identifikacije izolatov z 
masno spektrometrijo MALDI-TOF (ang. matrix assisted laser desorption 
ionization-time of light mass spectrometry) in/ali z verižno reakcijo s polimerazo 
(PCR); analiza s PCR vključuje osamitev DNA iz kolonij in/ali izdelkov ter 
pregledovanje pomnožkov z agarozno gelsko elektroforezo, 
• ugotavljanje števila vseh živih bakterij v izdelku s pretočno citometrijo. 
 
3.3.1 Ugotavljanje števila MO v prehranskih dopolnilih z živimi bakterijami za 
dojenčke 
 
Probiotični izdelki za dojenčke, ki smo jih analizirali, so bili v dveh različnih oblikah, in 
sicer v obliki oljne suspenzije v stekleničkah ali v obliki praška v vrečkah z odmerkom za 
enkratno uporabo. Vzorce z oljno suspenzijo smo pred začetkom analize dobro premešali. 
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Embalažo prašnatih vzorcev smo na mestu odpiranja razkužili z etanolom. V aseptičnih 
razmerah smo vsebino vzorca prenesli v sterilne vrečke za homogenizacijo, tako da smo na 
napravi Dilumat S zatehtali približno 10 g vzorca. Naprava je avtomatsko dodala ustrezno 
količino pufrirane peptonske vode, da smo dobili 10-krat razredčen vzorec. Razredčene 
vzorce smo dali za tri minute v gnetilnik in nato počakali 15-30 minut, da so se vzorci dobro 
rehidrirali. Tik pred nadaljnjim redčenjem smo jih ponovno premešali v gnetilniku. Sledilo 
je redčenje vzorcev po Kochu, tako da smo po inkubaciji dobili števne plošče (do 300 KE 
na ploščo). Vzorce smo razredčevali s puferirano peptonsko vodo. 
 
Razredčene vzorce smo nacepili na gojišča z metodo razmazovanja. V predhodno 
pripravljene petrijeve plošče z gojiščem smo nanesli po 0,1 ml ustrezne razredčitve vzorca 
ter ga s sterilno palčko razmazali po celotni površini gojišča. Sledila je inkubacija vzorcev. 
Razmere inkubacije so podane v Preglednici 2. Anaerobne razmere smo zagotovili z uporabo 
sistema GenBox in generatorjev anaerobnih razmer (BioMérieux, Marcy, L'Etoile, Francija). 
 
Preglednica 2: Gojišča in razmere inkubacije za analizirane skupine bakterij v prehranskih dopolnilih 
Oznaka prehranskega 
dopolnila 
Analizirana skupina bakterij Gojišče Razmere inkubacije 
1 Bifidobakterije TOS Anaerobno, 37 ºC, 3 dni 
2 Bifidobakterije TOS Anaerobno, 37 ºC, 3 dni 
3 Laktobacili Lac Anaerobno, 37 ºC, 3 dni 
4 Laktobacili Lac Anaerobno, 37 ºC, 3 dni 
5 Laktobacili Lac Anaerobno, 37 ºC, 3 dni 
6 Laktobacili Lac Anaerobno, 37 ºC, 3 dni 
7 
Bifidobakterije TOS Anaerobno, 37 ºC, 3 dni 
Laktobacili Rogosa Anaerobno, 37 ºC, 3 dni 
8 
Bifidobakterije TOS Anaerobno, 37 ºC, 3 dni 
Str. thermophilus M17 Aerobno, 37 ºC, 24 h 
Laktobacili Rogosa Anaerobno, 37 ºC, 3 dni 
9 
Bifidobakterije TOS Anaerobno, 37 ºC, 3 dni 
Laktokoki  M17 Aerobno, 30 ºC, 3 dni 
 
Vzorce, za katere smo od proizvajalcev uspeli pridobiti priporočila za analize, smo 
analizirali tudi po teh postopkih. Natančni postopki analize so zaupne narave, zato podajamo 
le osnovne podatke o analizah: 
• Vzorca 3 in 4 smo analizirali s štetjem na ploščah. Raztopine za pripravo primarne 
raztopine in razredčevanje ter tudi uporabljeno gojišče so se razlikovali od zgoraj 
opisanega postopka analize. 
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• Vzorca 5 in 6 smo po navodilih proizvajalca analizirali tudi s pretočno citometrijo, 
pri kateri smo uporabili komplet reagentov, ki vsebuje dve različni barvili in 
omogoča razlikovanje živih in mrtvih bakterij v vzorcu. 
• Vzorec 7 smo analizirali s štetjem na ploščah. Postopek analize predvideva uporabo 
zgolj enega neselektivnega gojišča, za razliko od naše metode, pri kateri smo 
potrebovali tri selektivna gojišča.  
 
Po inkubaciji smo na petrijevih ploščah s pomočjo elektronskega števca prešteli število 
izraslih kolonij. Število kolonijskih enot (KE) v 1g izdelka smo izračunali  z enačbo (1). 
 
N = ΣKE/((n1 + 0,1 × n2) × R)                                                                              …  (1) 
 
Legenda: 
N...število MO v vzorcu (KE/ml oz. KE/g), 
ΣKE...vsota kolonij, zraslih na dveh števnih ploščah zaporednih razredčitev (največ 300 
kolonij), kjer vsaj ena vsebuje najmanj 10 kolonij, 
n1...število števnih petrijevih plošč prve razredčitve, 
n2…število števnih petrijevih plošč druge razredčitve, 
R...razredčitveni faktor prve razredčitve, ki smo jo šteli. 
 
Vzorce v obliki oljne suspenzije smo tudi stehtali in sicer smo stehtali 50 kapljic ter 
izračunali maso števila kapljic, ki jih navaja proizvajalec na deklaraciji izdelka. Podatki o 
masi kapljic so navedeni v Pregednici 3.   
 







števila kapljic (g) 
2 6 0,22 
3 5 0,16 
4 5 0,16 
5 7 0,30 
6 7 0,31 
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3.3.2 Ugotavljanje števila živih bakterij s pretočno citometrijo 
 
Pretočno citometrijo lahko izvedemo po treh različnih protokolih, ki se razlikujejo v 
uporabljenih razredčevalih, barvilih in razmerah inkubacije. Analizo smo opravili po 
protokolu B, ISO standarda 19344, 2015. Pripravili smo razredčevalno raztopino PBS (angl. 
phosphate-buffered saline). Uporabili smo barvila PI in SYTO 24. Analizirane vzorce smo 
raztopili v PBS ter dodali obe barvili, premešali in inkubirali v temi 15 min pri 37 ºC. 
Pripravljeno mešanico smo analizirali s pretočnim citometrom in dobili podatke o številu 
zeleno obarvanih celic (živih), zeleno in rdeče obarvanih celic (poškodovane celice) in rdeče 
obarvanih celic (mrtve) (ISO 19344, 2015). 
 
3.3.3 Ugotavljanje morfoloških lastnosti bakterij z mikroskopiranjem 
 
Z ugotavljanjem morfoloških lastnosti smo želeli ločiti bakterije po obliki na koke in bacile. 
Preparat smo pripravili tako, da smo ob gorilniku na objektno stekelce v kapljico fiziološke 
raztopine vmešali kolonijo, ki smo jo s trdnega gojišča prenesli s cepilno zanko. Razmaz 
smo prekrili s krovnim stekelcem in opazovali na fazno-kontrastnem mikroskopu (Leica 
DMC2900, Heerbrugg, Nemčija) pri 1000-kratni povečavi. 
 
3.3.4 Ugotavljanje prisotnosti posameznih vrst bakterij z identifikacijo izolatov z 
masno spektrometrijo z MALDI-TOF 
 
Po štetju zraslih kolonij na petrijevih ploščah smo, glede na število deklariranih vrst bakterij, 
izbrali ustrezno število kolonij za identifikacijo z metodo MALDI-TOF MS. Za vsako 
bakterijsko vrsto, navedeno na deklaraciji, smo za analizo izbrali po tri kolonije z ustreznih 
selektivnih gojišč. Če je bilo na primer na deklaraciji navedeno, da prehransko dopolnilo 
vsebuje dve vrsti bifidobakterij, smo za nadaljnjo analizo izbrali šest kolonij, izraslih na 
gojišču TOS. Kolonije smo na ploščico (MSP 96 target polished steel BC, Bruker, Nemčija) 
nanašali s sterilnimi zobotrebci v brezprašni komori. Postopek priprave ploščice je prikazan 
na sliki 2. Pripravljeno ploščico smo odnesli na Fakulteto za Veterino, kjer so jo analizirali 
z metodo MALDI-TOF MS (Microflex LF system, Bruker Daltonics, Nemčija). Za 
identifikacijo s primerjavo spektrov z referenčnimi bakterijami so uporabili programsko 
opremo MALDI Biotyper 3.1. 
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Slika 2: Priprava ploščice MALDI-TOF MS  za identifikacijo bakterij 
 
3.3.5 Ugotavljanje prisotnosti bakterijskih vrst z vrstno specifičnimi začetnimi 
oligonukleotidi  
 
3.3.5.1 Izolacija genomske DNA za izvedbo PCR 
 
Analizo s PCR smo izvedli le pri vzorcih, pri katerih z metodo MALDI-TOF MS nismo 
uspeli potrditi prisotnosti vseh deklariranih bakterijskih vrst. Genomsko DNA smo izolirali 
iz izraslih kolonij tako, da smo plošče s kolonijami sprali z dvema mililitroma fiziološke 
raztopine in kolonije postrgali s sterilnimi palčkami s površine gojišča. S pipeto smo en 
mililiter te vsebine s petrijeve plošče prenesli v mikroepruveto, le-te pa shranili v 
zamrzovalniku do nadaljnje analize. Pred izolacijo smo vzorce odmrznili, centrifugirali 3 
min pri 12000 obr/min in nato odlili supernatant. DNA smo izolirali tudi direktno iz izdelka, 
in sicer tako, da smo v mikroepruveto zatehtali približno 0,05 g vzorca. Pripravljene vzorce 
smo resuspendirali v 0,4 ml pufra TE ter dodali 4 mg lizocima in 4 µl raztopine mutanolizina. 
Mikroepruvete smo 2 uri inkubirali pri 37 °C. DNA smo izolirali s pomočjo komercialnega 
kompleta reagentov Maxwell 16 Tissue DNA Purification Kit, v aparaturi Maxwell 16. 
 
3.3.5.2 Metoda PCR z vrstno specifičnimi začetnimi oligonukleotidi 
 
Najprej je bilo potrebno pripraviti reakcijske mešanice za PCR. To smo storili v posebni 
komori, ki smo jo pred in po uporabi razkužili z UV-lučjo. Pri delu smo bili zaščiteni z 
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rokavicami. Potrebne kemikalije in reagente smo ves čas hranili v hladilnem bloku. Pred 
samo uporabo smo jih premešali. Glede na število vzorcev smo preračunali potrebne 
količine. Volumen reakcijske mešanice za en vzorec je znašal 18 µl in je vseboval: vodo, 
pufer 1 x GoTaq flexi, 1,5-2 mM MgCl2, 0,5 µM začetnih oligonukleotidov, 0,1 mM dNTP 
in 0,025 U/µl Taq polimeraze. Podatki o uporabljenih začetnih oligonukleotidih so navedeni 
v Preglednici 4. 
 
Reakcijsko mešanico smo premešali in razdelili v mikroepruvete za PCR po 18 µl in nato 
vsaki dodali še po 2 µl DNA posameznega vzorca. Pri vsaki reakciji PCR smo izvedli še 
pozitivno in negativno kontrolo. Slednjo je predstavljala mešanica, ki smo ji namesto DNA 
dodali deionizirano vodo. Pozitivno kontrolo je predstavljala DNA, izolirana iz referenčnih 
sevov posameznih vrst. Mikroepruvete smo kratko centrifugorali, jih prenesli v napravo za 
PCR, vnesli ustrezen protokol za posamezno PRC reakcijo in pustili, da reakcija poteče. V 
Preglednici 5 se nahajajo opisi programov PCR, ki smo jih uporabili v različnih vrstno 
specifičnih reakcijah. 
 









Str. thermophilus ThI ThII 205-304 
Tilsala-Timisjärvi in 
Alatossava, 1997 
Lb. delbrueckii subsp. 
bulgaricus 
LB1 LLB1 1065 Torriani in sod., 1999 
Lb. acidophilus LacI LacII 759 Walter in sod., 2000 
Bifidobacterium 
animalis subsp. lactis 
BflactF BflactR 194 Malinen in sod., 2003 
Bifidobacterium 
bifidum 
BiBIF-1 BiBIF-2 278 Matsuki in sod., 1999 
Lb. rhamnosus PrI PrII 186 Walter in sod., 2000 
Lb. reuteri Lfpr Reu 200-300 Walter in sod., 2000 
Bif. longum subsp. 
infantis 
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Preglednica 5: PCR programi, uporabljeni za pomnoževanje vrstno značilnih odsekov DNA 
Vrsta bakterij Reakcija Parametri Število ciklov Vir 
Str. thermophilus 






95 °C/30 s 
58 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
Lb. delbrueckii subsp. 
bulgaricus 
Začetek 95 °C/3 min 1 




95 °C/30 s 
58 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
Lb. acidophilus 
Začetek 95 °C/3 min 1 




95 °C/30 s 
62 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
Bifidobacterium 
animalis subsp. lactis 
Začetek 95 °C/3 min 1 




95 °C/15 s 
62 °C/20 s 
72 °C/30 s 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
Bifidobacterium 
bifidum 
Začetek 95 °C/3 min 1 




95 °C/30 s 
55 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
Lb. rhamnosus 
Začetek 95 °C/3 min 1 




95 °C/30 s 
58 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
Lb. reuteri 
Začetek 95 °C/2 min 1 




95 °C/30 s 
55 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
    se nadaljuje … 
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Nadaljevanje Preglednice 5: PCR programi, uporabljeni za pomnoževanje vrstno značilnih odsekov DNA 
Vrsta bakterij Reakcija Parametri Število ciklov Vir 
Bif. longum subsp. 
infantis 
Začetek 95 °C/3 min 1 




95 °C/30 s 
55 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
 
3.3.5.3 Pregledovanje pomnožkov PCR z agarozno gelsko elektroforezo 
 
Prisotnost in velikost pomnožkov PCR smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo na 1,2 
% agaroznih gelih. Zatehtali smo 1,1 g agaroze in dodali 90 ml pufra TAE. Raztopino smo 
segrevali do bistrosti v mikrovalovni pečici, nato smo jo dali v kopel, kjer se je ohladila na 
približno 45 ºC. Medtem smo pripravili ustrezen model z glavniki in vanj vlili ohlajen gel. 
Strjen agarozni gel smo prenesli v posodo za elektroforezo, napolnjeno s pufrom TAE. Nato 
smo glavnik previdno odstranili in s tem dobili prazne prostorčke, v katere smo nanesli 
vzorce (10 µl) in molekulski označevalec (3,5 µl). Elektroforezo smo pustili teči približno 
40 min pri 90 voltih. Po končani elektroforezi smo gel potopili v barvilo Syber Safe, ki se 
veže v dvoverižno DNA in ga tam pustili približno 45 min. Na koncu smo gel pregledali pri 
UV-svetlobi, in dokumentirali s sistemom UVITEC Cambridge. Velikost pomnožkov smo 
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4.1 UGOTAVLJANJE USTREZNOSTI DEKLARACIJ  
 
Pregledali smo deklaracije prehranskih dopolnil z živimi bakterijami za dojenčke in 
ugotavljali njihovo ustreznost glede deklariranih bakterijskih vrst in deklariranega števila 
bakterij. Iz deklaracij prehranskih dopolnil smo izpisali podatke o številu MO na dozo ter 
podatke o deklariranih MO. Vsi podatki so zbrani v Preglednici 6. 
 
Preglednica 6: Podatki o deklariranem številu bakterij v analiziranih vzorcih prehranskih dopolnil 
Oznaka prehranskega 
dopolnila 
Deklarirano število MO/dozo Deklarirani MO 
1 
Najmanj 1 × 109 KE/vrečko 
(1,5 g) 
Bif. animalis subsp. lactis (BB-12) 
2 Najmanj 1 × 109 KE/6 kapljic Bif. animalis subsp. lactis (BB-12) 
3 
Najmanj 108 živih bakterij/5 
kapljic 
Lb. reuteri DSM 17938 (L. reuteri Protectis) 
4 
Najmanj 108 živih bakterij/5 
kapljic 
Lb. reuteri DSM 17938 (Lb. reuteri Protectis) 
5 
Namjmanj 1,4 × 109 celic 
probiotične kulture/7 kapljic* 
Lb. rhamnosus GG (ATCC 53103) 
6 
Najmanj 1,4 × 109 celic 
probiotične kulture/7 kapljic* 
Lb. rhamnosus GG (ATCC 53103) 
7 
Ne manj kot 109 živih 
bakterijskih kultur/6 kapljic 
Lb. rhamnous (LGG), Bif. animalis subsp. 
lactis (BB-12) 
8 
Najmanj 1 × 109 KE/vrečko (1 
g) 
Lb. casei (NCIMB 30185) PXN 37, Lb. 
rhamnosus (NCIMB 30188) PXN 54, Str. 
thermophilus (NCIMB 30189) PXN 66, Bif. 
breve (NCIMB 30180) PXN 25, Lb. 
acidophilus (NCIMB 30184) PXN 35, Bif. 
infantis (NCIMB 30181) PXN 27, Lb. 
bulgaricus (NCIMB 30186) PXN 39 
9 
Najmanj 3 × 109 
bakterij/vrečko (3 g) 
Lc. lactis W58, Bif. lactis W52, Bif. bifidum 
W23 
 *Deklarirano število MO/dozo se je skozi sarže spreminjalo. Podrobnejša razlaga se nahaja     
v Preglednici 7. 
 
Pri poimenovanju bakterij v izdelkih smo ugotovili nekaj pomanjkljivosti. Pri dveh izdelkih 
smo zabeležili nepravilne zapise imen bakterij, kot so na primer Bif. lactis, Bif infantis in 
Str. thermophilus. Njihovo pravilno ime je Bif. animalis subsp. lactis, Bif. longum subsp. 
infantis in Str. salivarius subsp. thermophilus. Pogosto se uporablja krajši zapis, kjer ni 
navedena vrsta, ampak le podvrsta. Takšen zapis ni popolnoma  taksonomsko pravilen, je pa 
pogost pri zelo znanih podvrstah. Poleg nepravilnega celotnega imena bakterij smo pri dveh 
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izdelkih ugotovili, da je priozvajalec poleg pravilnega zapisa bakterij (Lb. reuteri DSM 
17938) uporabil še trivialno ime Protectis (Lb. reuteri Protectis), kar ni pravilno in je lahko 
zavajajoče za potrošnika, saj napeljuje k zdravstveni trditvi. Pravilnost imen MO navedenih 
na deklaraciji smo preverili na seznamu veljavnih bakterijskih imen (»Approved Lists of 
Bacterial Names«), ki je dostopen na spletu (https://lpsn.dsmz.de/) in se redno obnavlja 
(Parte, 2018). Vsi izdelki so vsebovali podatke tako o rodu in vrsti kot o sevu bakterij.  
 
Pri pregledu števila deklariranih MO smo pri prehranskih dopolnilih z več različnimi 
bakterijskimi vrstami naleteli na pomankljivost pri navajanju števila MO za vsako 
bakterijsko vrsto posebej. Pri vseh izdelkih je bilo navedeno skupno število MO. Deklaracije 
prehranskih dopolnil so se razlikovale tudi v navedbi števila bakterij, nekateri so navajali 
KE na enoto izdelka, drugi samo število bakterij ali celic, tretji so navajali število živih 
bakterij. Samo trije izdelki od devetih so imeli navedeno, da deklarirano število bakterij velja 
do konca roka uporabnosti izdelka.  
 
4.2 PREVERJANJE USTREZNOSTI ANALIZIRANIH IZDELKOV GLEDE 
ŠTEVILA IN PRISOTNOSTI DEKLARIRANIH BAKTERIJSKIH VRST  
 
Ustreznost števila bakterij smo preverjali z metodo štetja kolonij na ploščah. Pri dveh 
izdelkih smo ustreznost števila bakterij preverili tudi s pretočno citometrijo. Prisotnost 
deklariranih bakterijskih vrst smo preverjali z metodo MALDI-TOF MS in z metodo PCR.  
 
4.2.1 Ugotavljanje števila živih bakterij s štetjem na ploščah  
 
Število deklariranih bakterij rodov Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus in 
Streptococcus smo ugotavljali z nacepljanjem vzorcev na različna gojišča. Uporabili smo 
gojišča TOS z mupirocinom, LAC, Rogosa, ter M17. Izdelke 3, 4 in 8 smo nacepili tudi na 
gojišča, ki jih je za analizo teh vzorcev predlagal proizvajalec izdelkov. Zrasle kolonije smo 
prešteli in preračunali število bakterij na gram vzorca, nato izračunali še število bakterij 
glede na odmerek, ki je naveden na deklaraciji. Za izračun števila bakterij v oljnih 
suspenzijah smo za ta izračun uporabili podatke, ki smo jih dobili s tehtanjem kapljic in so 
navedeni v Preglednici 5.  
 
Rezultati ugotavljanja števila živih bakterij s štetjem na ploščah so podani v Preglednici 7. 
V preglednico smo vključili tudi podatke o ustreznosti ugotovljenega števila v primerjavi z 
deklariranim. 
28 
Černe R. Kakovost prehranskih dopolnil za dojenčke z živimi bakterijami na slovenskem trgu.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 






Ugotovljeno število (KE/dozo) Ustreznost z 
deklaracijo 
(Da/Ne) 1. šarža 2. šarža 3. šarža 
1 
Najmanj 1 × 109 
KE/vrečko 
6,8 × 109/vrečko 3,9 × 109/vrečko 6,2 × 109/vrečko Da 
2 
Najmanj 1 × 109 
KE/6 kapljic 
1,4 × 1010/6 
kapljic 
1,1 × 1010/6 
kapljic 




Najmanj 108 živih 
bakterij/5 kapljic 
4,3 × 108/5 
kapljic 
2,6 × 108/5 
kapljic 
2,9 × 108/5 
kapljic 
Da 4,8 × 108/5 
kapljic (metoda 
proizvajalca) 
3,8 × 108/5 
kapljic (metoda 
proizvajalca) 




Najmanj 108 živih 
bakterij/5 kapljic 
5,1 × 108/5 
kapljic 
6,7 × 108/5 
kapljic 
3,4 × 108/5 
kapljic 
Da 6,9 × 108/5 
kapljic (metoda 
proizvajalca) 
4,5 × 108/5 
kapljic (metoda 
proizvajalca) 









Druga in tretja 
šarža: Najmanj 




8,4 × 108/7 
kapljic 
2,2 × 109 /7 
kapljic 
2,0 × 109 /7 
kapljic 
Pri 1. šarži je 
število za 0,22 




pri pri ostalih 
dveh šaržah ne 
moremo soditi, 




                           se nadaljuje … 
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Ugotovljeno število (KE/dozo) Ustreznost z 
deklaracijo 
(Da/Ne) 1. šarža 2. šarža 3. šarža 
6 
Prva in druga 
šarža: Najmanj 











8,7 × 108/7 
kapljic 
5,0 × 108/7 
kapljic 
Manj kot 105/7 
kapljic 
Delno ustreza:pri 
1. šarži je število 
za 0,21 log cfu 
manjše od 
deklariranega, pri 
2. šarži pa je za 
0,45 log cfu 
manjše; pri 3. 
šarži ne moremo 
soditi, ker je v 
deklaraciji 
navedeno št. celic 
7 




1,3 × 1010/6 
kapljic 
8,4 × 109/6 
kapljic 




Najmanj 1 × 
109 KE/vrečko 
1,0 × 1010/vrečko 
5,1 × 109/vrečko 2,4 × 109 / vrečko Da, razen pri 
zadnji šarži pri 
metodi 
proizvajalca je 
število za 0,07 
log cfu manjše od 
deklariranega 
2,4 × 10 9/vrečko 
(metoda 
proizvajalca) 




Najmanj 3 × 
109 
bakterij/vrečko 
1,3 × 1010/vrečko 1,1 ×1010/vrečko 9,0 × 109/vrečko Da 
 *Pri novejših šaržah dveh izdelkov (izdelek 5, 2. in 3. šarža ter izdelek 6, 3. šarža) je bilo 
deklarirano število celic, ne več število KE; analize smo razen s štetjem na ploščah (rezultati 
KE v tej preglednici) izvedli tudi s pretočno citometrijo (rezultati v Preglednici 8). 
 
4.2.2 Rezultati pretočne citometrije 
 
V 2. in 3. šarži dveh izdelkov (5 in 6) smo število bakterij ugotavljali tudi s pretočno 
citometrijo, po metodi proizvajalca. Pri izdelku 5 je bilo število bakterij, ugotovljeno s 
pretočno citometrijo, v obeh šaržah ustrezno. Pri 2. šarži izdelka 6 o ustreznosti ne moremo 
soditi, ker so na tej šarži bile deklarirane še KE. Proizvajalec je ravno v tistem času spremenil 
deklaracije. Tretja šarža je bila že opremeljena s podatkom o številu bakterijskih celic. 
Ugotovljeno število za 3. šaržo izdelka 6 ni dosegalo deklariranega števila (1,4 × 109 celic), 
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ampak je bilo za približno 1,5 logaritemske enote nižje. Rezultati so prikazani Preglednici 
8. 
 
Preglednica 8: Rezultati ugotavljanja števila bakterij v prehranskih dopolnilih 5 in 6 s pretočno citometrijo 
Oznaka prehranskega 
dopolnila 
Analiza Število celic/g Število celic /dozo Ustreznost z 
deklaracijo (Da/Ne) 
5 
2. šarža 1,3 × 1010 3,9 × 109 Da 
3. šarža 1,5 × 1010 4,5 × 109 Da 
6 
2. šarža 6,2 × 109 1,9 × 109 / (deklarirano je število 
KE/g) 
3. šarža 1,8 × 108 5,6 × 107 Ne 
 
4.2.3 Rezultati metode MALDI-TOF MS 
 
Z metodo MALDI-TOF MS smo pregledali 246 kolonij, ki so zrasle na 6 različnih gojiščih.  
Rezultate, ki so bili obarvani z zeleno barvo in napovedujejo zanesljivo identifikacijo na 
nivoju vrste (vrednost ujemanja 2.000-3.000), smo upoštevali za pozitivne (+). Rumeno 
obarvane rezultate z vrednostjo ujemanja med 1.700 in 1.999, ki napoveduje zanesljivo 
identifikacijo na nivoju rodu, ne pa vrste, smo označili s ±. Rdeče obarvanih rezultatov z 
vrednostjo 1.699 in nižje nismo upoštevali, saj ne napovedujejo zanesljive identifikacije, 
označili smo jih z -. V rezultatih je prikazano, s katero vrsto je ujemanje najboljše (angl. best 
score), prikazan je tudi rezultat, ki je na drugem mestu po ujemanju (angl. second-best score). 
Kadar se oba rezultata ujemata, so rezultati najbolj zanesljivi. Primer rezultatov analize 
MALDI TOF MS je prikazan na Sliki 3. Preglednica 9 prikazuje, katere vrste MO smo 
zaznali pri vsakem vzorcu posebej v vseh treh šaržah. Pozitivni rezultat pomeni, da je vsaj 
ena pregledana kolonija pripadala deklarirani vrsti. Vzorce z nezanesljivo identifikacijo smo 
kasneje analizirali z metodo PCR.  
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Slika 3: Primer prikaza identifikacije bakterij z analizo MALDI-TOF MS  
 












1 Bif. animalis subsp. lactis + (2/3) ± (3/3) + (3/3) 
2 Bif. animalis subsp. lactis + (3/3) + (1/3) ± (3/3) 
3 Lb. reuteri + (2/3) + (1/3) ± (3/3) 
4 Lb. reuteri + (3/3) + (1/3) ± (3/3) 
5 Lb. rhamnosus + (3/3) + (1/3) + (1/3) 
6 Lb. rhamnosus + (3/3) ± (3/3) Ni podatka 
7 
Lb. rhamnosus + (2/3) + (3/3) + (2/3) 
Bif. animalis subsp. lactis + (3/3) + (2/3) + (1/3) 
8 
Lb. casei (+ Lb. paracasei) + (5/30) + (9/21) + (3/21) 
Lb. rhamnosus + (5/30) + (8/21) + (2/21) 
   se nadaljuje … 
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Bif. breve + (2/6) + (5/6) + (4/4) 
Bif. longum subsp. infantis + (1/6) + (1/6) - 
Lb. delbrueckii subsp. 
bulgaricus 
- + (2/21) - 
Str. thermophilus ± (1/6) ± (3/3) ± (1/21) 
Lb. acidophilus - ± (1/21) - 
9 
Lc. lactis + (3/3) + (6/6) + (3/3) 
Bif. animalis subsp. lactis + (6/6) + (6/6) + (1/3) 
Bif. bifidum - - - 
Legenda: 
+…potrjena prisotnost bakterijske vrste 
-….bakterijske vrste nismo potrdili 
±   rezultat je manj zanesljiv (ujemanje 1.700-1.999) 
 
Z metodo MALDI-TOF MS je bila v sedmih primerih vrsta dokazana v vseh šaržah. V treh 
primerih vrsta bakterij ni bila dokazana v nobeni šarži, to so bile Lb. acidophilus, Str. 
thermophilus in Bif. bifidum. Za bakterije vrste Str. thermophilus smo v vseh treh šaržah 
dobili rumeno obarvane rezultate, kar pomeni manj zanesljivo identifikacijo vrste, vendar 
zanesljivo identifikacijo rodu. V ostalih primerih so bile med šaržami razlike. Pri izdelku 8, 
v katerem se nahajajo bakterije Lb. casei, smo za pozitiven rezultat upoštevali tudi 
identifikacijo Lb. paracasei, saj je ločevanje med njima zaradi velike podobnosti zelo 
težavno. V oklepaju je navedeno število pozitivnih kolonij glede na število analiziranih 
kolonij. 
 
4.2.4 Rezultati metode PCR 
 
Z metodo PCR smo analizirali le prisotnost tistih bakterijskih vrst, pri katerih je bila 
identifikacija z MALDI-TOF MS nezanesljiva ali nemogoča. DNA je bila pridobljena iz 
mešanice kolonij, ki so zrasle na gojišču, na katerem smo pričakovali kolonije deklarirane 
vrste, po nacepitvi izdelka. Rezultati analiz PCR so prikazani v Preglednici 10. 
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Preglednica 10: Rezultati potrjevanja prisotnosti deklariranih bakterijskih vrst v prehranskih dopolnilih z metodo PCR 
Oznaka prehranskega dopolnila Šarža Analizirane bakterije Vrsta potrjena 
(Da/Ne) 
1 2. Bif. animalis subsp. lactis Da 
2 3. Bif. animalis subsp. lactis Da 
3 3. Lb. reuteri Da 
4 3. Lb. reuteri Da 
6 
2. Lb. rhamnosus Da 
3. Lb. rhamnosus Da 
8 
1. 
Str. thermophilus Da 
Lb. delbruecki subsp. 
bulgaricus 
Da 
Lb. acidophilus Da 
2. 
Str. thermophilus Da 
Lb. delbruecki subsp. 
bulgaricus 
Da 
Lb. acidophilus Ne 
3. 
Str. thermophilus Da 
Lb. bifidum Da 
Lb. acidophilus Da 
Bif. infantis Da 
9 
1. Bif. bifidum Ne 
2. Bif. bifidum Da 
3. Bif. bifidum Da 
 
Vrsta Lb. acidophilus je bila potrjena le v dveh šaržah izdelka 8. Prav tako je bila tudi vrsta 
Bif. bifidum potrjena le v dveh šaržah izdelka 9. 
 




Slika 4: Pomnožki PCR za bakterijsko vrsto Str. salivarius subsp. thermophilus. Stolpec 1: molekulski 
označevalec, stolpec 2: DNA izolirana iz izdelka, stolpec 3: DNA izolirana iz kolonij z gojišča, stolpec 4: DNA 
izolirana iz kolonij z gojišča, ki ga predlaga proizvajalec izdelka, stolpec 5: pozitivna kontrola, stolpec 6: 
negativna kontrola. 
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5.1 USTREZNOST DEKLARACIJ PREHRANSKIH DOPOLNIL ZA DOJENČKE Z 
ŽIVIMI BAKTERIJAMI 
 
Deklaracija prehranskih dopolnil z živimi bakterijami mora vsebovati podatke o: 
• rodu, vrsti in sevu bakterij, ki morajo biti v skladu s trenutno nomenklaturo, 
• trditve o delovanju niso zahtevane, navedene trditve pa morajo biti podprte s 
kliničnimi študijami (v EU na prehranskih dopolnilih ni dovoljeno navajati 
zdravstvenih trditev o probiotičnem delovanju), 
• minimalni koncentraciji odmerka, ki še zagotavlja učinkovitost,  
• roku uporabe, 
• ustreznih razmerah skladiščenja, 
• kontaktnih podatkih proizvajalca (Jackson in sod., 2019). 
 
Pri poimenovanju rodu, vrst in sevov bakterij so se proizvajalci držali zahtevanih pravil, z 
manjšimi izjemami, kjer je proizvajalec izdelku dodal za potrošnika zavajajoče trivialno ime 
ali pa so uporabljali krajši zapis, kjer ni navedena vrsta ampak le podvrsta.  
 
Pri 5 od 9 pregledanih izdelkov je bila na embalaži navedena beseda probiotik (probiotične 
kapljice ali probiotik ter ime izdelka), kar od novembra 2018 tudi v Sloveniji ni več 
dovoljeno. Ostali proizvajalci so namesto tega izraza navajali opis »kapljice z 
bifidobakterijami« ali »napredna formula za dojenčke z bakterijskimi sevi«. Večina izdelkov 
na deklaraciji ni vsebovala nobene trditve, razen dva izdelka, ki sta vsebovala tudi vitamin 
D3 in se je zdravstvena trditev navezovala na vitamin. Vsi analizirani izdelki so spadali med 
prehranska dopolnila, razen enega, ki je spadal med zdravila brez recepta. Slednji je imel 
navedene trdite: 
• »Za vzpostavljanje in vzdrževanje ravnovesja in funkcije črevesne mikroflore«, 
• »za preventivo in podporno zdravljenje pri driskah, napenjanju in drugih prebavnih 
motnjah, ki nastanejo zaradi: -virusnih in bakterijskih okužb prebavil dojenčkov in 
otrok (npr. okužb z rotavirusi), -zdravljenja z nekaterimi zdravili za zdravljenje 
okužb (npr. z antibiotiki in /ali drugimi sintetičnimi protimikrobnimi učinkovinami). 
 
Te trditve so na izdelku, ki se uvršča med zdravila, dovoljene. Povzamemo lahko, da kar 
zadeva opis namena preiskovanih izdelkov in delovanja na človeški organizem, nismo 
naleteli na nepravilnosti. Podatke o priporočeni dnevni dozi, ustreznih razmerah 
skladiščenja, kontaktnih podatkih proizvajalca ter roku uporabe so bili navedeni na vseh 
izdelkih. Pomanjkljivi so bili le podatki o minimalni koncentraciji vsakega bakterijskega 
seva ob koncu roka uporabe, ta podatek so vsebovali le 3 od 9 izdelkov. Dva od treh izdelkov, 
ki so imeli na deklaraciji vse pravilno navedene podatke, sta imela navedena nepopolna 
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imena bakterijskih vrst in sicer Bif. animalis subsp. lactis, Bif. longum subsp. infantis in Str. 
salivarius subsp. thermophilus. Uporabljali so krajši zapis, kjer ni navedena vrsta ampak le 
podvrsta. Samo deveti izdelek je imel tako popolnoma pravilno navedeno deklaracijo z 
vsemi potrebnimi podatki. Glavne pomanjkljivosti deklaracij so bile torej: manjkajoči 
podatki o minimalni koncentraciji vsakega bakterijskega seva ob koncu roka uporabe, 
skrajšana imena znanih bakterij ali uporaba trivialnih imen ter uporaba besede probiotik. 
 
Aprila 2020 je prišla v uveljavo tudi nova razdelitev bakterij iz obstoječega rodu 
Lactobacillus na 25 rodov. Tako bi se v našem primeru preimenovale Lb. reuteri v 
Limosilactobacillus reuteri, Lb. rhamnosus v Lacticaseibacillus rhamnosus in Lb. casei v 
Lacticaseibacillus paracasei. Kjub temu dosedanja uporaba imen velja do konca leta 2020 
in so bila zato na izdelkih pravilno navedena (Zheng in sod., 2020). 
 
5.2 SKLADNOST DEKLARACIJ IN REZULTATOV ANALIZ GLEDE ŠTEVILA IN 
VRSTE BAKTERIJ V PREHRANSKIH DOPOLNILIH ZA DOJENČKE Z ŽIVIMI 
BAKTERIJAMI 
 
Kakovost prehranskih dopolnil z živimi bakterijami glede števila bakterij je bila za večino 
izdelkov ustrezna pri vseh treh šaržah. Prva šarža izdelka 5 in prvi dve šarži izdelka 6 so 
vsebovale malo manj živih bakterij (KE) od deklariranih, čeprav je bilo do izteka roka 
uporabnosti še najmanj 10 mesecev, vendar je bilo odstopanje manjše od 0,5 logaritemske 
enote. Razlik, manjših od polovice logaritemske enote, navadno ne obravnavamo kot 
pomembno odstopanje od deklariranih vrednosti, saj moramo upoštevati tudi običajna 
odstopanja metode štetja na ploščah (Toscano in sod., 2013). Drugi dve šarži izdelka 5 in 
zadnjo šaržo izdelka 6 smo obravnavali drugače, ker je proizvajalec ravno v času izvajanja 
te raziskave spremenil deklaracijo tako, da je bilo v novejših šaržah (2. in 3. šarža izdelka 5 
ter 3. šarža izdelka 6) deklarirano število celic, ki ga ugotovimo s pretočno citometrijo. 
Pretočna citometrija je pokazala, da je število bakterij v izdelku 5 ustrezno, v izdelku 6 pa 
ne. V tretji šarži izdelka 6 pa je bilo kolonijskih enot izrazito manj (več kot 4 logaritemske 
enote) kot v prvih dveh šaržah. Bakterije vrste Lb. rhamnosus iz tega vzorca niso zrasle niti 
na selektivnem gojišču LAC na 6 redčitvi, zato smo ocenili, da je v izdelku manj kot 105 
bakterij/g. Sklepamo lahko, da je bilo v tem izdelku premalo bakterij, še posebej živih. Tudi 
pretočna citometrija je pokazala manj bakterijskih celic (1,5 logaritemske enote manj kot v 
drugi šarži). Obe metodi sta pokazali na premajhno število bakterij v tretji šarži izdelka 6. 
Pri dveh šaržah (2. in 3.) izdelkov 5 in 6, ki sta bili analizirani po obeh metodah, smo s 
pretočno citometrijo dobili veliko večje vrednosti kot s štetjem na ploščah, kar je 
pričakovano, saj s pretočno citometrijo zajamemo tudi žive nekultivabilne bakterije 
(VBNC), ki jih pri klasični kultivacijski metodi ne, ker ne zrasejo na ploščah. Zanimivo je, 
da smo nižji rezultat, ki je bil le delno ustrezen, dobili še za 3. šaržo izdelka 8, samo če je bil 
analiziran po metodi proizvajalca, medtem ko je bil rezultat analiz po splošni metodi 
ustrezen. Delovno hipotezo, da kakovost prehranskih dopolnil z živimi bakterijami za 
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dojenčke ni ustrezna glede števila živih bakterij, lahko le delno potrdimo, saj je bil le izdelek 
6 pomanjkljiv, pa še pri tem je bila slabše kakovosti le ena šarža. Pri ostalih izdelkih razlike 
med šaržami niso bile pomembne, število pa je bilo ustrezno.   
 
Z metodo PCR, narejeno na živih bakterijah iz kolonij, smo pokazali, da je bila kakovost 
prehranskih dopolnih z živimi bakterijami glede vsebnosti deklariranih vrst bakterij 
večinoma dobra, saj smo vse bakterijske vrste zasledili v vseh šaržah 9-ih izdelkov, z dvema 
izjemama: živih bakterij vrste Bif. bifidum nismo potrdili v 1. šarži izdelka 9 in živih bakterij 
vrste Lb. acidophilus ne v 2. šarži izdelka 8. Z metodo MALDI-TOF MS smo dobili veliko 
več negativnih rezultatov, kar kaže na to, da so lažno negativni. Odstopanje med rezultati 
obeh metod lahko razložimo s tem, da smo z metodo MALDI-TOF MS analizirali le po tri 
kolonije ene vrste, deklarirane na izdelku, pri metodi PCR pa smo analizirali konzorcij 
velikega števila kolonij (mešanica kolonij), ki so zrasle na gojišču. Z metodo MALDI-TOF 
MS bi dobili manj lažno negativnih rezultatov, če bi pregledali večje število kolonij. Metodi 
se zelo razlikujeta po naravi, saj z metodo MALDI-TOF MS lahko analiziramo le čiste 
kulture (oz. posamezne kolonije), z metodo PCR pa tudi vzorce, ki vsebujejo različne seve 
več vrst bakterij.  
 
Leta 2016 so Mohar Lorbeg in sod. (2017) opravili podobno raziskavo, v kateri so preverili 
kakovost prehranskih dopolnil z živimi bakterijami na slovenskem trgu, niso pa se omejili 
le na izdelke, namenjene dojenčkom. Ugotovili so, da se je kakovost prehranskih dopolnil v 
primerjavi s podatki iz leta 2009 do neke mere izboljšala (Bogovič Matijašić in sod., 2010). 
Popolnoma ustrezno deklaracijo je imelo 42 % analiziranih izdelkov. Tudi navajanje imen 
sevov se je zboljšalo. Leta 2016 le 3 izdelki niso imeli navedenega imena seva bakterij 
ampak samo imena vrst, v primerjavi z letom 2009, ko tega podatka ni imelo kar več kot 
polovica analiziranih izdelkov. Pri izdelkih prehranskih dopolnil z živimi bakterijami za 
dojenčke, vključenih v našo raziskavo, ni bilo toliko pomanjkljivosti, saj so vsi izdelki imeli 
naveden podatek tudi o sevu bakterij. V raziskavi iz leta 2016 so poročali tudi o precejšnem 
odstopanju v številu deklariranih bakterij ter o manjšem odstopanju v vsebnosti deklariranih 
bakterijskih vrst (Mohar Lorbeg in Bogovič Matijašić, 2017). 
 
Člani delovne skupine za probiotike in prebiotike, ustanovljeno v okviru združenja za 
pediatrično gastroenterologijo, hepatologijo in prehrano (ESPHGAN),  so leta 2017 objavili 
raziskavo, v kateri so pregledali rezultate takrat dostopnih raziskav, v podatkovnih bazah 
PubMed in Cochrane Library, na temo kakovosti probiotikov (Kolaček in sod., 2017). V 
pregled so bili vključeni izdelki iz svetovnega trga, največ iz Evrope, Amerike, Azije, Južne 
Afrike in Avstralije. Raziskave so bile iz leta 1996 do 2016. Med izdelki so bila tudi 
prehranska dopolnila za dojenčke z živimi bakterijami. Rezultati so pokazali, da imajo 
številni izdelki prenizko vsebnost živih bakterij glede na deklaracijo, razlike pa so prisotne 
tako med loti kot med posameznimi tabletami znotraj istega lota. V izdelkih so našli tudi 
nedeklarirane vrste/seve, večinoma zaradi neprimernih identifikacijskih metod. To so še 
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posebej pogosto ugotovili v izdelkih, ki naj bi po deklaraciji vsebovali več sevov. Našli so 
tudi primere, ko so bili na deklaraciji poleg varnih, z oznako GRAS označenih MO, tudi 
potencialno patogeni rodovi kot so Staphylococcus, Enterococcus, Bacillus in drugi. V 
izdelkih so bili najdeni tudi različni kontaminenti. Združenje ESPGHAN je glede na 
rezultate podalo nekaj priporočil, med drugim tudi to, da bi morali probiotični izdelki 
avtomatično skozi kontrolo kakovosti, kjer bi preverili živost in identifikacijo bakterij do 
nivoja seva, rezultati pa bi morali biti javno dostopni. Na ta način bi se zagotovila kakovost 
ne samo za probiotike, ki spadajo med zdravila ampak tudi za probiotiki, ki spadajo med 
prehranska dopolnila (Kolaček in sod., 2017). Tudi v naših analizah smo imeli več težav 
(samo pri analizi z MALDI-TOF MS) z dokazovanjem vseh bakterijskih vrst v prehranskih 
dopolnilih, ki so vsebovali več sevov različnih vrst, v primerjavi s tistimi, ki so vsebovali le 
en posamezni sev. Vrst, ki ne bi bile deklarirane, nismo zasledili. 
 
5.3 PRIMERJAVA REZULTATOV ANALIZ NAREJENIH PO PROTOKOLU 
PROIZVAJALCA S TISTIMI, NAREJENIMI PO SPLOŠNIH PROTOKOLIH 
 
Navodila za analizo izdelkov smo dobili od treh proizvajalcev, ker pa smo nekatere prejeli 
šele po končanem prvem testiranju, smo vzorce po poslanih protokolih analizirali le v 
drugem in tretjem testiranju. Po dva izdelka sta bila od istega proizvajalca, kar pomeni, da 
smo po navodilu proizvajalcev analizirali 5 od 9 izdelkov. Razlika med splošnimi protokoli 
in med protokoli proizvajalca dveh izdelkov (4 in 5) je bila v vrsti gojišča in razredčeval, pri 
tretjem izdelku (8) pa v vrsti gojišča in razmerah inkubacije. Pri slednjem proizvajalec za 
analizo priporoča nacepljanje na eno neselektivno gojišče in inkubacijo pri nižji temperaturi 
v aerobnih razmerah, medtem ko smo za analizo po našem protokolu potrebovali tri različna 
selektivna gojišča (TOS, M17, Rogosa), ki smo jih inkubirali pri 37 °C v aerobnih ali 
anaerobnih razmerah. Pri teh analiziranih izdelkih nismo opazili večjih razlik v številu 
bakterij, ugotovljenih z obema protokoloma. Razlike v določenem številu s pomočjo obeh 
protokolov so se gibale med 0,05 in 0,17 log10 KE/odmerek, kar je zanemarljiva razlika. 
Večje razlike smo opazili pri potrjevanju prisotnosti deklariranih bakterijskih vrst pri vzorcu 
8, saj na neselektivnem gojišču, ki ga predlaga proizvajalec, nismo uspeli potrditi vseh 
bakterijskih vrst, iz različnih selektivnih gojišč pa smo dokazali vse deklarirane bakterijske 
vrste. Tretji proizvajalec nam je kot priporočeno metodo poslal postopek za ugotavljanje 
števila celic s pretočno citometrijo. Z metodo pretočne citometrije smo določili nekoliko 
višje število bakterij v vzorcu, vendar pa so rezultati pri tej metodi podani v številu celic/g, 
pri metodi štetja na ploščah pa v številu KE/g. Poglavitna razloga za odstopanje med 
številom bakterijskih celic, ugotovljenim s pretočno citometrijo, in številom KE sta, da ena 
kolonijska enote lahko zrase iz več celic (npr. iz verižice, ki so pogoste pri laktobacilih) in 
da s pretočno citometrijo v rezultatu zajamemo tudi žive nekultivabilne celice. Ker enoti 
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Delovne hipoteze, da so rezultati mikrobioloških analiz odvisni od protokola priprave 
vzorcev in bodo zato rezultati narejeni po protokolu proizvajalca lahko različni od tistih, 
opravljenih po splošnih protokolih, ne moremo potrditi. Razlike v številu bakterij so sicer 
majhne, so pa razlike v rezultatih potrjevanja deklariranih bakterijskih vrst. Rezultati bi bili 
veliko bolj reprezentativni, če bi protokol za analizo prejeli od vseh proizvajalcev in ne le 
od treh. 
 
5.4 PRIMERJAVA METOD MALDI-TOF MS IN PCR ZA IDENTIFIKACIJO 
BAKTERIJSKIH VRST V PREHRANSKIH DOPOLNILIH Z ŽIVIMI BAKTERIJAMI 
 
Primernost metode PCR za identifikacijo probiotičnih bakterij so potrdili številni 
raziskovalci, po katerih smo povzeli univerzalne začetne oligonukleotide in parametre za 
reakcije PCR. Po Tilsala-Timisjärvi in Alatossavi (1997) smo povzeli začetne 
oligonukleotide za bakterijsko vrsto Str. thermophilus, po Torriani in sod. (1999) za Lb. 
delbrueckii subsp. bulgaricus, po Walter in sod. (2000) za Lb. acidophilus in Lb. rhamnosus, 
po Malinen in sod. (2003) za Bifidobacterium animalis ssp. lactis ter po Matsuki in sod. 
(1999) za Bifidobacterium bifidum. Metoda je natančnejša od MALDI-TOF MS, vendar 
zahteva precej več časa kakor slednja. 
 
Že raziskovalci Angelakis in sod. (2011) so poročali o tem, da metoda MALDI-TOF MS 
daje hitre in na nivoju vrste natančne rezultate za probiotična živila in jogurte. Kljub temu 
je varnost in funkcionalnost probiotikov odvisna tako od vrste kot seva bakterij, zato za 
določanje MO v probiotikih, ta metoda ni najbolj optimalna. 
 
Z metodo MALDI-TOF MS smo v izdelkih dokazali bakterije vrst Bif. animalis, Lb. reuteri, 
Lb. rhamnosus, Lb. casei, Bif. longum, Lc. lactis in Bif. breve. Na izdelkih, kjer je bila 
deklarirana vrsta bakterij Lb. casei smo za pravilen rezultat šteli tudi rezultate za Lb. 
paracasei, saj je razločevanje med njima zaradi zelo velike podobnosti zelo težavno ali 
nemogoče. O težavah pri razločevanju med Lb. casei in Lb. paracasei ter razvijanju 
izboljšanje metode PCR za njihovo razločevanje govorijo tudi raziskovalci Kim in sod. 
(2020). Predstavnic Str. thermophilus, Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, 
Bif. bifidum z MALDI-TOF MS nismo potrdili, kar pa ne pomeni, da teh vrst z metodo ne 
moremo identificirati, pač pa to, da smo pregledali premajhno število kolonij. Sicer se je 
metoda MALDI-TOF MS v naši razisakvi izkazala za zanesljivo, saj so bili rezultatiu 
identifikacije skladni z rezultati PCR in z deklaracijami. Vrst, ki ne bi bile deklarirane, z 
MALDI-TOF MS nismo odkrili.   
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Iz rezultatov naših analiz lahko podamo naslednje sklepe: 
 
• Deklaracije prehranskih dopolnil z živimi bakterijami za dojenčke niso popolnoma 
ustrezne. Še vedno se pri več kot polovici izdelkov pojavlja termin probiotik, čeprav 
je na prehranskih dopolnilih prepovedan. Tudi poimenovanja bakterijskih vrst niso 
bila v celoti primerna. Podatke o minimalni koncentraciji vsakega bakterijskega seva 
ob koncu roka uporabe so vsebovali le 3 od 9 izdelkov. Popolnoma ustrezno 
deklaracijo je imel le en analiziran izdelek. 
• Analizirani izdelki so glede števila bakterij ustrezni, z izjemo enega izdelka. Pri eni 
šarži tega izdelka je bilo število živih bakterij, ugotovljeno s pretočno citometrijo, 
prenizko. Hipotezo, da kakovost prehranskih dopolnil z živimi bakterijami za 
dojenčke ni ustrezna glede števila živih bakterij, smo delno potrdili. 
• Analizirani izdelki glede vsebnosti bakterijskih vrst niso v celoti ustrezni. Vrsta Lb. 
acidophilus je bila potrjena le v dveh šaržah izdelka 8. Prav tako je bila tudi vrsta 
Bif. bifidum potrjena le v dveh šaržah izdelka 9. Obstajajo razlike na nivoju šarž 
izdelkov. Potrdili nismo nobene vrste bakterij, ki ni bila deklarirana. 
• Vsi izdelki so imeli navedene poleg bakterijske vrste tudi seve. To je izredno 
pomembno, saj sta varnost in funkcionalnost izdelkov odvisna prav od bakterijskega 
seva in ne le vrste. 
• Metoda MALDI-TOF MS je hitra in zanesljiva, vendar pri analizi probiotikov ne 
najbolj optimalna, saj MO identificira le do nivoja vrste. 
• Metoda PCR ostaja najbolj zanesljiva metoda za določanje MO v prehranskih 
dopolnilih z živimi bakterijami. 
• Hipoteze, da so rezultati mikrobioloških analiz  odvisni od protokola priprave vzorca, 
zato so rezultati, narejeni po protokolu proizvajalca, lahko različni od tistih, 
opravljenih po splošnih protokolih, nismo potrdili. 
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Za prehranska dopolnila velja v Sloveniji krovna živilska zakonodaja, tako je za kakovost 
prehranskih dopolnil odgovoren nosilec živilske dejavnosti sam, nadzor kakovosti 
prehranskih dopolnil z živimi bakterijami pa je v rokah Zdravstvenega Inšpektorata RS 
(ZIRS). Pregled kakovosti prehranskih dopolnil za dojenčke z živimi bakterijami s strani 
ZIRS še ni bi izveden, zato smo se odločili, da tovrstne izdelke s slovenskega trga raziščemo 
v okviru magistrskega dela. Prvi podoben pregled z ugotavljanjem deklariranih bakterij v 
prehranskih dopolnilih z živimi bakterijami na slovenskem trgu je bil izveden v okviru 
diplomskega dela leta 2011. Pregledali so 38 izdelkov, ki so bili takrat dostopni na 
slovenskem trgu, od tega so bili trije izdelki namenjeni otrokom. Zadnja podobna raziskava, 
ki je bila objavljena leta 2017 v Farmacevtskem vestniku, pa je obravnavala kakovost 
prehranskih dopolnil z živimi bakterijami v luči zakonodaje o zdravstvenih trditvah na 
živilih. Glede na rezultate raziskave, bi bilo potrebno, tako kot meni tudi ESPGHAN, uvesti 
avtomatično kontrolo kakovosti nad probiotičnimi izdelki, kjer bi preverili živost in 
identifikacijo bakterij do nivoja seva, rezultati pa bi morali biti javno dostopni.  
 
V okviru magistrskega dela smo se posvetili izključno pregledu prehranskih dopolnil za 
dojenčke, dostopnih na slovenskem trgu. Marca 2019 je bilo v lekarnah naprodaj 9 takih 
izdelkov. Manjše nepravilnosti smo odkrili že pri označevanju izdelkov. Še vedno so pri 
večini izdelkov uporabili opis »probiotik«, ki v EU ni dovoljen. Razen tega pri večini 
izdelkov ni bil naveden podatek o minimalni koncentraciji bakterij ob koncu roka 
uporabnosti. Pri več sevnih prehranskih dopolnilih je manjkal tudi podatek o številu bakterij 
za vsak sev posebej. Vsi izdelki so imeli navedene bakterijske seve, kar je obvezen podatek, 
saj so lastnosti in varnost značilnost posameznega seva. Pojavljala so se tudi nepopolna 
imena bakterij ali pa dodatna trivialna imena poleg pravilnega zapisa bakterij.  
 
Za potrjevanje ustreznega števila bakterij smo uporabili metodo pretočne citometrije in 
klasično metodo štetja zraslih kolonij na selektivnih gojiščih. Metodo pretočne citometrije 
smo uporabili le za posamezne šarže izdelkov 5 in 6, saj le pri teh dveh izdelkih proizvajalec 
po novem navaja število živih bakterij in ne KE. Problem uporabe pretočne citometrije za 
ugotavljanje kakovosti izdelkov z živimi bakterijami je ta, da dobimo podatke o številu živih 
celic v enoti izdelka in metoda ni uporabna za izdelke, pri katerih je deklarirano število KE. 
Rezultatov KE in števila celic, ugotovljenega s pretočno citometrijo, namreč ne moremo 
enostavno primerjati med seboj. 
 
Potrdili smo, da prihaja do razlik med samimi šaržami izdelkov. Dober primer za to je 
potrjevanje deklariranih bakterijskih vrst v izdelkih. Vrsta Lb. acidophilus je bila potrjena le 
v dveh šaržah izdelka 8 s sedmimi deklariranimi sevi. Podobno je bila vrsta Bif. bifidum 
potrjena le v dveh šaržah izdelka 9. Pomembnejših razlik v številu KE oziroma v številu 
živih bakterij med posameznimi šaržami nismo ugotovili, z izjemo enega izdelka, pri 
41 
Černe R. Kakovost prehranskih dopolnil za dojenčke z živimi bakterijami na slovenskem trgu.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 
katerem je odstopala le ena šarža. Sicer je bilo število KE oziroma živih bakterij v izdelkih 
ustrezno. 
 
Pri metodi štetja zraslih kolonij smo morali biti pozorni na pripravo ustreznih selektivnih 
gojišč. Hipotezo, da kakovost prehranskih dopolnil z živimi bakterijami za dojenčke ni 
ustrezna glede števila živih bakterij lahko delno potrdimo, saj pri eni šarži enega od izdelkov 
z Lb. rhamnosus nismo ugotovili zadostnega števila niti z metodo pretočne citometrije niti z 
metodo štetja zraslih kolonij. 
 
Za potrjevanje bakterijskih vrst smo uporabili metodi MALDI-TOF MS in PCR. Za slednjo 
smo vzorce pripravili direktno iz vzorcev in tudi iz zraslih kolonij, saj metoda PCR ne ločuje 
med živimi in mrtvimi celicami. Pri vseh rezultatih, kjer smo bakterije potrdili na vzorcu 
DNA iz izdelka, smo jih tudi na vzorcu DNA iz kolonij, kar pomeni, da so bile v izdelku 
prisotne žive bakterije. Metoda MALDI-TOF MS se je izkazala za enostavno in hitro, vendar 
z njo nismo uspeli dokazati vseh bakterijskih vrst, ki smo jih dokazali s PCR. V nekaterih 
izdelkih nismo uspeli zanesljivo dokazati prisotnosti Lactobacillus delbrueckii subsp. 
bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus ali Bifidobacterium 
bifidum. Sklepamo, da bi bilo potrebno za boljšo uspešnost analiz z MALDI-TOF MS 
analizirati večje število kolonij iz gojišča, kot smo jih, saj smo zgoraj omenjene vrste z 
metodo PCR dokazali. Druga slabost te metode je tudi zmožnost identifikacije le do nivoja 
vrste, kar za pregled kakovosti prehranskih dopolnil ni dovolj.  
 
Drugo hipotezo, da so rezultati mikrobioloških analiz odvisni od protokola priprave vzorca, 
zato bodo rezultati, narejeni po protokolu proizvajalca, lahko različni od tistih, opravljenih 
po splošnih protokolih, smo ovrgli. Protokol proizvajalca za analizo izdelka smo dobili le od 
dveh proizvajalcev. Rezultati bi bili reprezentativnejši, če bi vse izdelke analizirali tako po 
protokolu proizvajalcev kot po splošnih protokolih.  
 
Rezultati dela kažejo na potrebo po boljši kontroli kakovosti prehranskih dopolnil za 
dojenčke z živimi bakterijami. Ustrezna kakovost izdelkov z živimi bakterijami je še toliko 
pomembnejša, če so namenjeni dojenčkom, ki predstavljajo ranljivejšo skupino, saj še 
nimajo tako dobro razvitega imunskega in prebavnega sistema. 
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1a Bifidobacterium animalis 1.883 
1b Bifidobacterium animalis 2.219 
1c Bifidobacterium animalis 2.039 
2 
2a Bifidobacterium animalis 2.173 
2b Bifidobacterium animalis 2.178 
2c Bifidobacterium animalis 2.184 
3 
3a Lactobacillus reuteri 1.955 
3b Lactobacillus reuteri 2.114 
3c Lactobacillus reuteri 2.063 
4 
4a Lactobacillus reuteri 2.082 
4b Lactobacillus reuteri 2.158 
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5a Lactobacillus rhamnosus 2.188 
5b Lactobacillus rhamnosus 2.152 
5c Lactobacillus rhamnosus 2.192 
6 
6a Lactobacillus rhamnosus 2.177 
6b Lactobacillus rhamnosus 2.072 
6c Lactobacillus rhamnosus 2.095 
7 
7a Bifidobacterium animalis 2.094 
7b Bifidobacterium animalis 2.127 
7c Bifidobacterium animalis 2.034 
7d Lactobacillus rhamnosus 1.894 
7e Lactobacillus rhamnosus 2.194 
7f Lactobacillus rhamnosus 2.281 
8 
8a Bifidobacterium breve 1.708 
8b Bifidobacterium longum 1.901 
8c Bifidobacterium breve 2.276 
8d Bifidobacterium breve 2.275 
8e Bifidobacterium longum 2.063 
8f Bifidobacterium breve 1.864 
8g Lactobacillus rhamnosus 1.877 
8h Lactobacillus gallinarum 1.738 
8i Lactobacillus casei 1.786 
8j Lactobacillus gallinarum 1.835 
8k Lactobacillus paracasei 1.972 
8l Lactobacillus rhamnosus 2.194 
8m Lactobacillus rhamnosus 1.978 
8n Lactobacillus paracasei 1.924 
8o Lactobacillus paracasei 2.187 
8p Lactobacillus zeae 1.753 
8r Lactobacillus helveticus 1.809 
8s Lactobacillus zeae 1.705 
8g2 Lactobacillus rhamnosus 1.964 
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8h2 Lactobacillus paracasei 2.049 
8i2 Lactobacillus zeae 1.819 
8j2 Lactobacillus paracasei 2.025 
8k2 Lactobacillus rhamnosus 1.863 
8l2 Lactobacillus zeae 1.854 
8m2 Lactobacillus zeae 1.855 
8n2 Lactobacillus rhamnosus 2.058 
8o2 Lactobacillus rhamnosus 2.032 
8p2 Lactobacillus zeae 1.876 
8r2 Lactobacillus zeae 1.994 
8s2 Lactobacillus paracasei 1.793 
8a2 Lactobacillus paracasei 2.148 
8b2 Lactobacillus paracasei 2.256 
8c2 Streptococcus salivarius_ssp_thermophilus 1.751 
8d2 Lactobacillus rhamnosus 1.966 
8e2 Lactobacillus rhamnosus 2.236 
8f2 Lactobacillus rhamnosus 2.087 
9 
9a Lactococcus lactis 2.271 
9b Lactococcus lactis 2.309 
9c Lactococcus lactis 2.298 
9d Bifidobacterium animalis 2.216 
9e Bifidobacterium animalis 2.423 
9f Bifidobacterium animalis 2.186 
9h Bifidobacterium animalis 2.339 
9g Bifidobacterium animalis 2.301 
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1a Bifidobacterium animalis 1.923 
1b Bifidobacterium animalis 1.964 
1c Bifidobacterium animalis 1.795 
2 
2a Bifidobacterium animalis 2.048 
2b Bifidobacterium animalis 1.978 
2c Bifidobacterium animalis 1.919 
3 
3a Lactobacillus reuteri 1.896 
3b Lactobacillus reuteri 2.046 
3c Lactobacillus reuteri 1.899 
4 
4a Lactobacillus reuteri 1.992 
4b Lactobacillus reuteri 1.805 
4c Lactobacillus reuteri 2.059 
5 
5a Lactobacillus rhamnosus 2.054 
5b Lactobacillus rhamnosus 1.903 
5c Lactobacillus rhamnosus 1.993 
6 
6a Lactobacillus rhamnosus 1.814 
6b Lactobacillus rhamnosus 1.97 
6c Lactobacillus rhamnosus 1.937 
7 
7a Lactobacillus rhamnosus 2.214 
7b Lactobacillus rhamnosus 2.248 
7c Lactobacillus rhamnosus 2.286 
7d Bifidobacterium animalis 1.915 
7e Bifidobacterium animalis 2.041 
7f Bifidobacterium animalis 2.084 
8 
8a Streptococcus salivarius_ssp_thermophilus 1.758 
8b Streptococcus salivarius_ssp_thermophilus 1.723 
8c Streptococcus salivarius_ssp_thermophilus 1.741 
8h not reliable identification 1.49 
8e Lactobacillus helveticus 1.705 
8f Lactobacillus rhamnosus 2.194 
8g Lactobacillus rhamnosus 1.811 
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8d Lactobacillus paracasei 2.023 
8i Lactobacillus rhamnosus 2.124 
8j Lactobacillus paracasei 2.253 
8k Lactobacillus rhamnosus 2.1 
8l not reliable identification 1.423 
8m Lactobacillus paracasei 2.017 
8n Lactobacillus rhamnosus 1.987 
8o Lactobacillus paracasei 1.985 
8p Bifidobacterium breve 2.188 
8r Bifidobacterium longum 2.105 
8s Bifidobacterium breve 2.203 
8t Bifidobacterium breve 2.119 
8u Bifidobacterium breve 2.21 
8v Bifidobacterium breve 2.203 
9 
9a Lactococcus lactis 2.363 
9b Lactococcus lactis 2.193 
9c Lactococcus lactis 2.348 
9d Lactococcus lactis 2.256 
9e Lactococcus lactis 2.316 
9f Lactococcus lactis 2.31 
8 
P8a Lactobacillus rhamnosus 2.36 
P8b Lactobacillus paracasei 2.435 
P8c Lactobacillus paracasei 2.073 
P8d Lactobacillus paracasei 2.419 
P8e Lactobacillus gallinarum 1.876 
P8f Lactobacillus paracasei 2.419 
P8g Lactobacillus paracasei 2.407 
P8h no peaks found < 0  
P8c Lactobacillus rhamnosus 2.29 
P8j Lactobacillus rhamnosus 2.272 
P8k not reliable identification 1.686 
P8l Streptococcus salivarius_ssp_thermophilus 1.843 
P8m Lactobacillus rhamnosus 2.273 
P8n Lactobacillus paracasei 2.421 
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P8o Lactobacillus rhamnosus 2.253 
P8p Lactobacillus delbrueckii 2.209 
P8r no peaks found < 0  
P8s Lactobacillus rhamnosus 2.145 
P8t Lactobacillus gallinarum 1.908 
P8u Lactobacillus delbrueckii 2.005 
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Priloga D: Rezultati MALDI-TOF MS 2. šarže (ponovitev 8. in 9. vzorca) 
Izdelek Oznaka vzorca 
(kolonije) 




1A Lactobacillus rhamnosus 1.75 
1B Lactobacillus paracasei 1.811 
1C Lactobacillus rhamnosus 1.94 
1D not reliable identification 1.589 
1E Lactobacillus ultunensis 1.734 
1F Lactobacillus acidophilus 1.72 
1G Lactobacillus paracasei 2.021 
1H Lactobacillus gallinarum 1.841 
1I Lactobacillus rhamnosus 2.067 
1J not reliable identification 1.632 
1K Lactobacillus rhamnosus 1.91 
1L Lactobacillus rhamnosus 2.054 
2A Lactobacillus paracasei 2.338 
2B Lactobacillus rhamnosus 2.139 
2C Lactobacillus paracasei 2.329 
2D Lactobacillus paracasei 2.357 
2E Lactobacillus rhamnosus 2.266 
2F Lactobacillus paracasei 2.169 
2G Lactobacillus rhamnosus 2.2 
2H Lactobacillus rhamnosus 2.202 





2K Lactobacillus rhamnosus 2.201 
2L Lactobacillus paracasei 2.352 
2M Lactobacillus paracasei 2.337 
2N Lactobacillus paracasei 2.12 
2O Lactobacillus rhamnosus 2.089 
2P Lactobacillus paracasei 2.125 
2R Lactobacillus paracasei 2.321 
2S Lactobacillus rhamnosus 2.245 
2T not reliable identification 1.383 
 
Černe R. Kakovost prehranskih dopolnil za dojenčke z živimi bakterijami na slovenskem trgu.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 
2U no peaks found < 0  
2V Lactobacillus rhamnosus 1.928 
9 
3A Bifidobacterium animalis 2.069 
3B Bifidobacterium animalis 2.256 
3C Bifidobacterium animalis 2.12 
3D Bifidobacterium animalis 2.132 
3E Bifidobacterium animalis 2.199 
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Priloga E: Rezultati MALDI-TOF MS 3. šarže 
Izdelek Oznaka vzorca 
(kolonije) 




J4 1769 - 1A Bifidobacterium animalis 2.031 
J4 1769 - 1B Bifidobacterium animalis 2.41 
J4 1769 - 1C Bifidobacterium animalis 2.354 
2 
J4 1769 - 2A Bifidobacterium animalis 1.82 
J4 1769 - 2B Bifidobacterium animalis 1.772 
J4 1769 - 2C Bifidobacterium animalis 1.766 
3 
J4 1769 - 3A Lactobacillus reuteri 1.898 
J4 1769 - 3B Lactobacillus reuteri 1.931 
J4 1769 - 3C Lactobacillus reuteri 1.921 
4 
J4 1769 - 4A Lactobacillus reuteri 1.873 
J4 1769 - 4B Lactobacillus reuteri 1.982 
J4 1769 - 4C Lactobacillus reuteri 1.744 
5 
J4 1769 - 5A Lactobacillus rhamnosus 1.957 
J4 1769 - 5B Lactobacillus rhamnosus 1.95 
J4 1769 - 5C Lactobacillus rhamnosus 2.044 
7 
J4 1769 - 7A Bifidobacterium animalis 1.834 
J4 1769 - 7B Bifidobacterium animalis 1.937 
J4 1769 - 7C Bifidobacterium animalis 2.161 
J4 1769 - 7D Lactobacillus rhamnosus 2.192 
J4 1769 - 7E Lactobacillus rhamnosus 2.007 
J4 1769 - 7F Lactobacillus rhamnosus 1.752 
8 
J4 1769 - 8A Lactobacillus paracasei 2.279 
J4 1769 - 8B Lactobacillus rhamnosus 2.129 
J4 1769 - 8C Lactobacillus paracasei 1.94 
J4 1769 - 8D not reliable identification 1.554 
J4 1769 - 8E Lactobacillus rhamnosus 1.932 
J4 1769 - 8F Lactobacillus rhamnosus 1.817 
J4 1769 - 8G Lactobacillus paracasei 2.163 
J4 1769 - 8H Lactobacillus zeae 1.717 
J4 1769 - 8I Lactobacillus helveticus 1.874 
J4 1769 - 8J not reliable identification 1.621 
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J4 1769 - 8K not reliable identification 1.683 
J4 1769 - 8L not reliable identification 1.64 
J4 1769 - 8M Lactobacillus ultunensis 1.703 
J4 1769 - 8N Lactobacillus zeae 1.758 
J4 1769 - 8O Lactobacillus paracasei 1.853 
J4 1769 - 8P Bifidobacterium breve 2.3 
J4 1769 - 8R Bifidobacterium breve 2.21 
J4 1769 - 8S Bifidobacterium breve 2.167 
J4 1769 - 8T Bifidobacterium breve 2.162 
J4 1769 - prazna no peaks found < 0  
J4 1769 - prazna no peaks found < 0  
J4 1769 - p 8a not reliable identification 1.547 
J4 1769 - p 8b Lactobacillus paracasei 2.097 
J4 1769 - p 8c Lactobacillus paracasei 1.758 
J4 1769 - p 8d Lactobacillus paracasei 1.966 
J4 1769 - p 8e Lactobacillus paracasei 2.375 
J4 1769 - p 8f Lactobacillus paracasei 2.37 
J4 1769 - p 8g Lactobacillus paracasei 1.769 
J4 1769 - p 8h Lactobacillus paracasei 1.814 
J4 1769 - p 8i Lactobacillus rhamnosus 1.865 
J4 1769 - p 8j Lactobacillus paracasei 1.821 
J4 1769 - p 8k Lactobacillus rhamnosus 1.938 
J4 1769 - p 8l Lactobacillus rhamnosus 2.036 
J4 1769 - p 8m Lactobacillus rhamnosus 2.083 
J4 1769 - p 8n Lactobacillus rhamnosus 1.746 




J4 1769 - p 8p not reliable identification 1.582 
J4 1769 - p 8r not reliable identification 1.659 
J4 1769 - p 8s not reliable identification 1.505 
J4 1769 - p 8t not reliable identification 1.635 
J4 1769 - p 8u Lactobacillus paracasei 1.767 
J4 1769 - p 8v Lactobacillus rhamnosus 1.918 
9 J4 1769 - 9a Bifidobacterium animalis 1.862 
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J4 1769 - 9b Bifidobacterium animalis 2.069 
J4 1769 - 9c Bifidobacterium animalis 1.891 
J4 1769 - 9d Lactococcus lactis 2.172 
J4 1769 - 9e Lactococcus lactis 2.033 
J4 1769 - 9f Lactococcus lactis 2.378 
 
